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En todos los vertebrados la epidermis consiste de
un epitelio plano estratificado y queratinizado. El grosor de
ésta varfa dependiendo de la zona del cuerpo estudiada, asT
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 caracterfsticas.

1) Estrato basal o capa germinativa.- consiste de
células cuboidales o columnares basofilicas que yacen sobre la
unidn dermica-epidermica y cuyos ejes mayores se localizan en
forma perpendicular a la superficie de la piel. Estas células
se encuentran estrechamente Qnidas en sus bordes laterales y su

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

celular es también Ilamado macula adherens y su nombre refleja

el hecho de que no se trata de un cinturdén continuo. Las sustan
cias cementantes de los desmosomas muestran tres capas electrén
densas interpuestas por otras electrdn claras que ocupan el espa
cio intercelular. Este estrato se caracteriza ademis por una gran
cantidad de células en divisién mitética siendo responsable, jun
to con la porcidn inicial de la siguiente capa, de la renovacidn
constante de células epidérmicas. En el caso de la epidermis huma
na ésta es renovada cada quince o treinta dfas dependiendo de la
regién del cuerpo, edad, asf como de otros factores. Todas las cé-

lulas de este estrato presentan filamentos de 10 am de digmetro,
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los cuaies se van replitiendo y aumentando en nidmero hasta que en
el estrato ldcido representan mas del 50% de la proteina total.

2) Estrato espinoso.~ que est§ constitufdo por cély
las cuboiaales o poligonales y raramente se presentan algunas
aplanadas, '1as cuales muestran un ndcleo central cuyo citoplasma
contiene gran cantidad de racimos filamentosos. Estos convergen
en extensiones celulares gque terminan en los desmosomas localiza
dos al final de las mismas. Estas sopn visibles cuando se observan
al microscupio 6ptico y se han denominado tonofibrillas.

Las células de esta capa estdn firmemente unidas en
tre si por este sistema de extensiones citopldsmicas, as¥ 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 designacidn. En un tiempo se creyd que las to
nofibrillas cruzaban las uniones intercelulares que unfan a wuna
céluyla con otra, sin cmbargo actualmente se sabe que terminan in
sertadas en la zona citopldsmica de los desmosomas. Su funcidn
estd relacionada con la capacidad de esta capa para soportar y rg
sistir los efectos de la abrasibn., Especlalmente en la zona donde
se localizan los desmosomas, deblido a que en las zonas de continua
friccién como to son las plantas de los pies, el estrato espinoso
presenta un mayor grosor gue en otras partes del mismo organismo
as? como mayor abundancia de tonofibrillas, Este estrato y el ger

minativo reciben en conjunto el nombre de capa de Malpighio (1-2).



3) Estrato granuloso.- se caracteriza por la presen
cia de tres a cinco capas de células poligonales y achatadas que
presentan un nicleo central y cuyo citoplasma se encuentra reple
to de grinulos basofflicos de gqueratohialina. Los estudios bio-
qufmicos han demostrado que contienen una protelna rica en histi
dina los cuvales se convierten en parte de la matriz interfilamen
tosa en la células del estrato cGrneo. Otra estructura caracte-
ristica localizada con ayuda del microscépio electrénico correspon
de a los grénulos rodeados de membrana de apariencia ovoidal. Es-
tos se forman en agociacién con el aparato de Golgi y se mueven
hacia la parte superior de la célula, cerca de la membrana plasmi
tica, con la cual se Fusionan descargando entonces su contenido
hacis el espacio intercelular de la capa granulosa. Bajo el micros
copio electrénico muestran un arreglo laminar y las reacciones
histoquimicas indican que contienen mucopolisacéridos y fosfolipi
dos. La funcidn de este material es similar a aquelia del cemento
intercelular, que actia como una barrera para la penetracién de
materiales extrafios didndole a la piel un importante efecto de sella
do. Este ha sido probado en diversos estudios, en los cuales la
penetracién de Lantanio y peréxidos, como marcadores sobre epitelios
queratinizados y no queratinizados, no ocurre en las zonas donde
este material llena el espacio intercelular. La formacidén de esta
barrera se aprecia por primera vez en Jlos reptiles y constituyd un
evento evolutivo muy importante que permitid el desarrollo de la

vida terrestre {1,2).



4) Estrato ldgido.- esta capa usualmente se presenta
en la piel gruesa, es translicida y estd compuesta de células ex
tremadamente aplanadas que son eosinofflicas, En éstas los orga-
nelos celulares ya no se evidencian y el citoplasma consiste
primariamente de filamentés densamente compactados y embebidos
en una matriz electrén densa. En esta capa ain podemos apreciar
desmosomas entre células adyacentes {1).

5) Estrato c6rneo.- contiene células totalmente apla
nadas sin nicleo y totalmente queratinizadas. Su citoplasma estd
lleno de escleroprotefnas filamentosas y birrefringentes conocidas
como queratinas, asT como de enzimas lisosomales que desempefian un
papel importante en la degradacidn y digestién de los organelos ce
Tulares.

Las protelnas 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 queratinizacién, ilnicamente de protefnas fibrilares
y amorfas asi como de membranas plasm&ticas engrosadas llamadas
células escamosas, las cuales se van eliminando continuamente.

Esta descripcién de la epidermis corresponde a su més
compleja estructura, presente en 8reas muy gruesas, sin embargo
otras zonas son mucho mis delgadas y los estratos granuloso y Id
cido estdn menos desarrollados y el estrato cérneo puede ser muy

delgado (2).



Como ya se menciond la renovaci6én de la epidermis
es5 un proceso continuo que sucede bajo condiciones normales por
la intensa actividad mitStica observada principalmente en los
estratos basal y espinoso. Luego, como resultado de la diferen
ciacibébn de las distintas capas o estratos de la epidermis, se
observa el proceso de queratinizacién, en el cual se desarrolla
un deplsito gradual de proteinas en forma de filamentos, asi como
de sustancias amorfas conforme éstas migran hacla la superficie
de la epidermis (Fig.1).

Durante la diferenciacién uno de los numerosos marca
dores lo constituye 1a envoltura cornificada. Esta constituye una
de las mids interesantes envolturas celulares del reino animal,
debido a sus caracteristicas de resistencia quimica. Esta se en-
cuentra formada b&sicamente de proteinas y ITpidos que son insolyu
bles en agentes reductores y dlcalis débiles. EV hecho de que
esta estructura sea insoluble en soluciones de dodecil sulfato de
sodio (5PS) cuando se cali;nta a 100°C, indica que su estructura
depende de enlaces covalentes, pero su resistencia a los agentes
reductores confirma que las uniones son puentes disulfuro. Debido
a la dificultad de producir cultivos en suspensifn que contengan
tan solo una células de estrato cérneo, es relativamente dificil
probar la susceptibilidad de sus envolturas con enzimas proteoli~
ticas. Sin embargo algunos estudios han demostrado que las envol-

turas resistentes a detergentes son destruldas por pronasas, bro-

melina y subtilisina indicando asl que su estructura insoluble se
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Micrograffa de la epidermis, que muestra

un proceso continuo de renovacién, el cual
sucede bajo condiciones normales por la
intensa actividad mitética observada en los

estratos basal y espinoso,



debe a2 la presencia de protefnas. Cuando se cultivan células
cornificadas j6Gvenes se observa que a pesar de tener una forma
aplanada, luego del proceso de tripsinizacidn adoptan una forma
esférica, lo que demuestra que la fuerza mecdnica de la envolty
ra cornificada no es suficiente para resistir las fuerzas de ten
sibn superficial que soportan las mds viejas y superficiales,
las cuzles deben de tener una estructura cornificada mis rigida
(4).

Se han realizado fiimaciones en las que se aprecia
ta pérdida de movilidad de las células querat{nlzadas cuando se

cyltivan in vivo. Lo anterior se puede deber a tres hechos; pri

mero a la ausencia de estructuras para el movimiento celular

como lo son microfilamentos y microtibulos, segundo a la incapaci
* dad del citoesqueleto para transmitir movimiento hacia 1a membra-
na celular debido a la rigidez de la envoltura queratinizada vy
tercero debido a la incapacidad de romper los desmosomas u otras
uniones intercelulares {(5).

La epidermis proporciona una barrera efectiva entre
el organismo y su medio ambiente. En el caso del nifio recién na-
cido esta funcién cumple su papel. Sin embargo en nifios que nacen
antes de término por ejemplo a la treinta semanas de gestaciébn,
la epidermis es ain Inmadura y presenta dos caracterfsticas nega-
tivas; primero tiene una alta permeabilidad a las drogas que les
puede causar envenenamiento accidental y segundo plierden una gran

cantidad de agua por la epidermis en los primeros dfas de vida,lo
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que ocasiona diflcultades en el balance de fluidos y el control
de la temperatura., Estas dificultades son transitorias y al caoo
de dos & tres semanas de nacidos desarrollan progresivamente una
epidermis mds gruesa y con mayor ndmero de células. E! incremen-
to de estos estratos es estadisticamente significativo (6).

Antes de pasar a describir la clasificacidn y tipifi
cacidn de las protelnas constitutivas de los queratinocitos, men
cionaré brevemente las caracteristicas de otros tres tipos celula
res presentes en la epidermis,

El color de la piel resulta de varios factores como
lo son el nimero de vasos sanguineos y los carotenos entre otros
pero principalmente por el contenido de melanina que es un pligmen
to café oscurc producido por células especializadas llamadas me
lanocitos., Usualmente se localizan sohre la capa basal y entre
las capas superiores de la epidermis. La sintesis de este pigmen
to ocurre en el interior de los melanocitos a partir de tirosina
sa que como resultado de su actividad transforma la tirosina en
3,4-dihidrofenilalanina (DOPA). Luego es transformada en dopaqui
nona que después de una serie de reacclones se convierte en mela
nina (2),(Fig.2).

Otra poblacidn importante estd constituida por las
células de Langerhans (CL) que presentan forma estrelliada similar
a los melanocitos y se localizan principalmente en el estrato es
pinoso. A la microscopla de luz son demostrables utilizando im-
pregnaciones de cloruro de oro, con la reaccifn histoquimica de
adenosTn trifosfatasa (ATP asa), con la reaccién para la D-manosj

dasa y al exponerla in vitro con catecolaminas (8-12).
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Figura 2, Hicrografia de un melanocito en cuyo interior
se produce el pigmentc llamado melanina, que
junta con el nidmero de vasos sanguineos y los

carotenos dan color a la piel.



?lgura 3.

Micrograffa que muestra a las células
g9

de 'Langerhans puestas de maniflesto por
medio de la técnica de ATP asa. Muy re-
cientemente se ha dilucidado el papel

inmunoldgico de esta poblacién ceclular,

0t



1
adenosTn trifosfatasa (ATP asa), con la reaccién para D-Qahosl
d¢asa y al exponerla in vitro con catecoclaminas (8-12),

A diferencia de los queratinocitos no presentan
tonofilamentos ni desmosomas, ésta dGltima caracteristica le
permite moverse dentro de la epidermis, asi como en otros epite
lios 1o cual ha sido demostrado experimentalmente estimulando
con antfgenos {(Ag) como el dinitrofluorobenceno (9,13), (Fig.3).

Junto a los demds organelos de su cltoplasma se
puede observar una estructura caracteristica llamada grdnulo de
Birbeck el cual tiene forma de rodillo y una longitud de 460 nm.
La membrana de esta inclusién muestra la composicidn trilaminar
de la unidad de membrana, pero su funcién es aln desconocida.
Estas células representan una subpoblacién del sistema fagocTti
co mononuclear, probablemente de la 1Tnea macréfagos/monocitos
requeridos para la activacidn de linfocitos T (LT} en las respues
tas inmunes., La funcién descrita para ellas es la captura y con
centracion de Ag en la superficie celular para su efectiva pre
sentacién ante los linfocitos (14). En general cuando un Ag es
tomado por los macréfagos una porcidn es degradada por fagocitosis
mientras que otra parte es fijada a la superficie celular donde
se piensa forma una asociacién con la molécula la, la cual es una
protefna recepfora presente en su superficie amén de la C3 y Fc
(9,15-17).

Otra poblacién celular ta constituyen las células de
Merckel presentes generalmente en las plantas de los ples y en
Yas palmas de manos. Su caracterfstica distintiva es que muestran
terminaciones nerviosas libres que forman un disco terminal ex~

pan
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las palmas de manos. Su caracterfistica distintiva es que mues-
tran terminaciones nerviosas libres que forman un disco termi-
nal expandido en la base de éstas. De ahi que se cataloguen
comc mecanogeceptores sensoriales aungue es posible que no sea
su Gnica funcién (2).

Con ayuda de la microscopia electrfnica ya desde hace
algunos afos se ha identificado un sistema de proteinas fllamento
sas citopldsmicas distintas de los filamentos de actina que tie-
nen 60 A de diametro y también diferente a los microtdbulos de
250 A de diamtero. Estas tienen un valor intermedio de 100A y se
han denominado filamentos intermedios (Fl) por esa misma razdn.
En la actualidad se han ﬁlasificado cinco tipos distintos de Fl
en base a sus caracterfsticas bioquimicas e inmunoldgicas; entre
ellos se encuentran las queratinas o tonofilamentos presentes en
las células epiteliales (18).

En particular las proteinas de los mamiferos engloba
das como queratinas son fibrosas con una disposicidn espacial
tipo atfa hélice asociadas de manera filamentosa y con un di&me-
tro aproximado de B0 A. Estas son sintetizadas activamente por
las capas germinativa y espinosa de la epidermis {19). Con ayuda
de la electroforesis se han separado e identificadg famillias vy
subfamilias que estdn en los intervalos de cuarenta y setenta qui
lodaltones (kD). Los datos experimentales sugieren que la mayor
parte de las queratinas existen en forma reducida lo que favorece

su polimerizacién. De hecho dos o tres polipéptidos de queratina
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purificados tienden a polimerizarse in vitro en filamentos con
la misma estructura general que los Ffilamentos de queratina na
tivos. Los datos de difraccidn de rayos X han indicado que los
fl de queratina estdn compuestos fundamentalmente de una unidad
estructural de tres cadenas (18-20).

A pesar de que existen mis de veinte tipos de quera
tinas diferentes, los datos obtenidos a partir de la reactividad
con anticuerpos monoclonales (Ac mon) antigueratina, mapeo de
péptidos y electroforesis en gel de dos dimensiones se han cla
sificado en F! tipo | en el que se incluyen las queratinas &ci-
das y F! tipo 1!l en los que estdn las queratinas neutras y b&-
sicas (20).

El tipo de gueratinas que se pueden encontrar en los
'tejidos epiteliales varifa con el desarrollo erbrioidgico y edad.
Un an8lisis detallado de las queratinas presentes en los epite-
lios ha demostrado que (nicamente de dos a diez queratinas dis
tintas se expresan en el mismo tejido, pero que por lo menos es
t& presente una de cada familia. Se ha reconocido también que
por 1o menos dos queratinas diferentes se requieren para la re-
construccidén de los FI (21).

Las cuatro queratinas mds abundantes de la epidermis
humana normal tienen los pesos moleculares (PM) sigquientes: 50.0
56.5, 58.0 y 65~67 kb. De las anteriores, las dos primeras co -
rresponden a protefnas de la subfamilia dcida y las restantes a

las bdsicas.
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Se ha conclufdo que las idnicas queratinas sinteti-
zadas por las células epiteliales basales corresponden a |a 50.0
kD (&cida) y la 58.0 kD (b&sica). Mientras que en las capas que
ratinizadas Gnlcamente se coexpresan la 56.5 kD (acida) y 1las
65-67 kD (b&sicas). Como se puede apreciar existe un gradiente
de PM que va aumentando conforme se pasa a las capas mis super-
ficiales de la epidermis (21,22), (Fig.k4).

Lés queratinas de 50.0 kD y 58.0 kD estdn presentes
en distintas cantidades en todos los epitelios y ailn las de PH
entre 65-67 kD se llegan a localizar en epitelios como la c¢8rnea,
conjuntiva y otros cuando existe deficiencia de vitamina A (Fig.
5). En este renglién se ha estudiado la influencia de la dermis
sobre la epidermis durante el desarrollio embrionario y se ha obser
vado que al recombinar queratinocitos humanos adultos con dermis
muerta desprovista de su epidermis, al ser cultivados se induce
la formacién de un epitelio parecido al encontrado en la epider
mis normal, en la cual se sintetizan queratinas de 67.0 kD. En
estos cultivos las células epidérmicas se invaginan en los aguje
ros dejados & remover la epldermis original (22). A nivel ultra-
estructural los marcadores de la diferenciacidn incluyendo hemi-
desmosomas, gr&nulos recubiertos de membrana intra y extracelula
res, grénulos de queratohialina, uniones estrechas asl como desmo
somas se pueden distinguir claramente. Miltiples experimentos han
demostrado que los camblos en 1a diferenciacidn celular estdn pro

vocados por la capacidad filtradora de la matriz dérmica de elemen
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ESTRATIFICADO QUERATINIZADO

Figura 4.

Resumen esquematico de la distribucidn tipica de
las diferentes clases de queratinas en la epider
mls humana, asi como en otros epitelios no quera
tinizados.
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Figura 5. Resumen esquemitico de los cambios en la expresién
de queratinas durante la diferenciacion normal de
la epidermis. La linea continua denota la presencia
de la queratina, la discontinua la posible presen -
cia de ésta, la linea cruzada que el Ag e¢std presen
te pero no cs detectable con Ac mon y finalmente la
Ifhea doblada indica la parcial degradacidn durante
la formacién del estrato cdrneo.
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tos no celuiares. Estos son complementarios en su funcidn a la
vitamina A en lo referente a la induccién de subunidades de que
ratina en las capas su2rabasales cuando se cultivan in vitro
{22,23).

Por otra parte investigaciones sobre la cinética
celular de poblaciones de queratinocitos en cultivo han mostra
do que estos constituyen una poblacidn heterogénea, en la cual
se pueden distinguir subpoblaciones en base a su tasa de sintesis
de DNA (24,25). Los estudios mds recientes utilizando estimulado
res del crecimliento sugieren la posibilidad de que estas subpobla
ciones estén involucradas en la renovacién y expansidn durante
la diferenciaci6n temprana de los queratinocitos {(26,27). El con
trol de la diferenciacidon y proliferacién de ltos cultivos de cé-
lulas epidermisas es un proceso altamente complejo, que depende
del balance delicado entre factores que promueven la prolifera -
cién y aquellos que favorecen la diferenciacidn (28,29).

Por lo anterior se desprende que los inhibidores en
dégenos deben jugar un papel muy importante en el mantenimiento
de este balance y se asume que los estados de renovacidn y pérdi
da celular estdn mediados por dichos inhibidores que se llaman
colectivamente chalonas (30). En el caso particular del Inhibi-
dor del crecimiento epidérmico se trata de un oligopéptido el
cual tiene la capacidad de detener la actividad mitética, asi co
me a las células que se encuentran en fase de sintesis del ciclo

celular (31). Lo anterior se ha comprobado marcando células con
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timidina tritiada y observando fa disminucidn en Ja tasa de
sfntesis de DNA (30,31).

Tombién se han estudiado los efectos antinrolifera
tivos de los interferones recombinantes alfa y gama sobre las
poblaciones de queratinocitos. Estas moléculias se han clasifi-
cado en tipo [ que incluye al interferén alfa que deriva prina
riamente de los leucocitos y el interferdn beta derivado de El
broblastos y células epiteliales; estos dos son inducidos por
virus. En cuanto a los interferones (INF) de tipo !l o inmunes
se tiene al {NF gama que es uma linfocina derivada de linfoci-
tos T-e inducido por mitbégenos. lLas 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 recep
tores con afinidades similares a los de €stas (32). Aparentemen
te entre otras funciones los INF regulan la proliferacidn o di-’
ferenciacidén de los queratinocitos y la expresidn de receptores
antigénicos de superficie (33).

Otros estudios han demostrado que la aplicacidn
combinada de difluorometil ornitina (DFMO) y metilglioxal! bis-
guaniihidrazona (MGBM) producen inhibicién de la sintesis epidér

mica de DNA tanto in vivo como in vitro a un grado tal que no es

comparable cuando se utilizan cada una de estas drogas por sepa-
rado. Se ha demostrado ademids que éstas producen inhibicidn se-
Tectiva de células provenientes de un tejido con Psoriasls com-

parado con queratinocitos en cultivo provenientes de un tejido
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normal. Estudios de este tipo pueden dar luz sobre la terapia
a seguir en diferentes enfermedades cutdneas (34,35).

En total se han determinado tres subpoblaciones
distintas de queratinocitos en base a su tamafo, contenido de
dcido ribonucleico (RNA)}, propiedades inmunoquimicas y la ciné
tica del ciclo celular. La subpoblacidén A consiste de células ba
sales pequeiias con bajo contenido de RNA y largos periodos de du
plicacidn. La subpoblacidn B contiene células dos o tres veces
mds grandes, con mayor contenido de RNA y menor tiempo de divi-
sién celular. La subpoblacién C consiste de células grandes que
no tienen la capacidéd de dividirse y con mayor cantidad de RNA
que las dos anteriores (36).

Los queratinocitos producen una molécula |lamada
factor activador de timocitos derivado de epidermis (ETAF) el
cual es biolb6gica y fisicoquimicamente igual a la linfocina in-
terleucina ! (IL-1). Esta proteina tiene un PM de 15 kD y desem
pefia un papel integral en la generaci6n tanto de la respuesta
inmune como inflamatoria. Algunos de los efectos inducidos por
ésta son la pirogenicidad, quimiotaxis de neutrdfilos, activaclian
y quimiotaxis de linfocitos, proteSlisis muscular, produccibn de
protefnas de la fase aguda, sintesis de prostaglandinas y la pro
duccién de colagenasa por fibroblastos que son eventos asociados
con la infiamacién {(37).

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

estrato cSrneo sugiere que esta estructura funciona como un alma
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cén para este mediador. Ademds se ha demostrade que en los que
ratinocitos normales se expresa sobre la superficie de su mem~
brana plasnética la molécula ETAF/IL-1 (37,38).

En otros estudios en los que se ha medido la tasu
de proliferacidn de queratinocitos, se ha demostrado que al ha-
ber un incrzmento en la sintesis de prostaglandina E2 (PGE2), 1la
tasa de proliferacidn de estas céiulas se ve aumentada. También
se ha observado que una vez que comienza la proliferacidn hasta
llegarse a formar un epitelio, una mayor concentracién de PGE2
no conduce a mayor proliferacién. Lo anterior sugiere que los
queratinocitos son capaces de proliferar por dos sistemas dife-
rentes, uno dependiente y otro independiente de PGE2. En estudios
con ratas deficientes en dcidos grasos esenciales, en las que se
han provocade quemaduras o heridas, el tiempo de reparacidn epi
telial estd muy retardado, lo cual estd en concordanclia con lo
antes expuesto debido a que dichos roedores carecen de los pre
cursores necesarios para la sintesis de PGE2 (39). M3s aun la
incapacidad de un epitelio para aumentar la sintesis de PGE2 an
te una herida se presenta en enfermedades inflamatorias hiperpro
liferativas como la psoriasis, donde se presenta como alternativa
un incremento en el metabolismo del dcido araquidénico (40).

En las células epiteliales los FI cumplen un propé-
sito estructural y en particular las queratinas se encuentran an
cladas en regiones especializadas donde se localizan los desmoso

mas (41). Aquf las queratinas se extienden a través de la membra
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na y proyectan un extremo de glicoprotefna hacia la superficie
externa que se enlaza con las presentes en las células adyacen
tes. Estos glicoconjugados presentan un patrén distintivo en
Yas diferentes capas de la epidermis humana (42,43). Se han de
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 diferenciacion de las capas basatles.
Estas glicoproteinas junto con glicolipidos juegan un papeil de
vital importancia en los procesos de proliferacidn y diferencia
cidon (44-47),

En cuanto a los ITpidos sabemos gue el proceso de
queratinizacién se acompafia de cambios profundos en la composi
cidén y morfologia de las estructuras de éstos. En las capas basales
encontramos una alta concentracibn de fosfollpidos y 1ipidos no
polares, mientras que las ceramidas se encuentran en baja concen
tracion. Estas proporciones se van invirtiendo conforme se estu-
dian las capas més externas y en el estrato cérneo pueden ser
‘reconocidos dos 8cidos linoleicos fundamentales para evitar la
pérdida excesiva de agua, éstos son la acilceramida y la acil -
glucoceramida (48). -

Pero no dnicamente compuestos orgdnicos complejos tile
nen influencia sobre las poblaciones celu{ares de la epidermis.
Asi tenemos que cambios en la concentracién de un ién como lo es
el Calclo (Ca+) en el espacio exCracglular, inicia la sfntesis

de DNA en queratinocitos epidermicos permitiendo la diferenciacitn
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y estratificacidn, asi como de la formacidén d: desmosomas (49).
En afos recientes gran cantidad de investigaciones

se han dedicado al estudio de las células epiteliales transfor
madas. Esto se debe en gran medida a que la mayor parte de los
tumores humanos son de origen epitelial y porque se han desa-
rrollado sistemas de cultivo de tejidos que permiten estudiar

los vitro. €s obvio el interés de determinar la evolucidn

in

del proceso oncogénico, previo al tiempo en que es5tos tumores
se expresan como carcinomas declarados (50). También es claro

a partir de obseryaciones in vitro e in vivo, que el proceso

oncogénico altera inevitablemente el programa normal de dife-
renciacién, tanto, que es la caracterfstica para determinar una
neoplasia. En los tejidos que tienen la capacidad de renovarse
tales como la epidermis, en los que la estructura estd requlada
en forma precisa por la produccidn de células germinativas y
c€lulas diferenciadas, es razonable postular que la diferencia
cion debe ser un proceso tempranoc en la carcinogénesis, causan
do la proliferacién anormal de subpoblaciones de células basales
malignas(51). De manera alternativa los procesos de prolifera-
cién y diferenciacién pueden llevarse a cabo de manera simultd
nea en células que normalmente estarfan llevando a cabo uno u
otro de estos procesos. Cuando se infectan gqueratinocitos con
un virus como el 35v-40, que presenta un marcador de superficie
ficilmente identificable, estas células muestran un crecimiento

infinito cuando son cultivadas in vitro y se puede observar que
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su capacidad para diferenciarse disminuye progresivamente. Es-
tas poblaciones infectadas manifiestan inestabilidas fenotipi-
ca, en términos de \a aparicidn de variantes, que e~ contraste
con cé€lulas no infectadas muestran un patrén bien definido en
su citoesqueleto (52,53).

De todo lo anterior se puede apreciar gue e! mante
nimiento de la homeostasis cutdnea depende de interacciones ce
lulares complejas entre queratinocitos, células de Langerhans,
LT y otras células linfoides como los linfocitos B (LB), mono
citos y células asesinas naturales (CAN), asi como de produc-
tos orgdnicos y elementos inorgdnicos (54).

Mas recientemente, se ha comparado el integumento
de los anfibios con su ecologfa y se ha observado que ciertas
peculiaridades histoquimicas de su diferenciacidn epidermica
sugieren que éstas juegan un papel importante en }a adaptacién
a su existencia terrestre. Se puede notar que esta adaptacién
es progresiva y que va acompafada de la formacidn de un gradien
te histol&gico vertical, demostrado por la acumulacidn de pro-
tefnas ricas en grupos catidnicos y sulfhidrilos en las capas
ceiulares superficiales. Es de hacerse notar que las propieda-
des histoquimicas de la epidermis de! sapo comln que presenta
una capa de queratina y las del sapo verde que carece de ella
(paraqueratosis) son coincidentes. En ambas la diferenciacidn
histoquimica de 1a epidermis resuita de la acumelacidn de pro-

tefnas con las caracterfisticas antes mencionadas sobre la capa

’



celular mds superficial (55},

ta zona de proteccidn de la epider~is de restiles
es notable dor su concentracidn de grupos cisteinicos 9istri
buidos difusamente. Zn el borde de la zona de proteccidn y la
zona germinativa se forma la zona de transicidn cuyas protei-
nas tienen altas concantraciones de grupos disulfuro vy srotel
nas libres de cationcs, asi como oligopéptidos libres. Je ahf
que la epidermis de los reptiles no adquiere {inicamente una
capa c6rnea més gruesa, sino también un nuevo tipo de diferen-
ciacidén histoquimica en Va zona de proteccidn.

El tipo de diferenciacidn que aparecid en los rep
tiles se ha preservado en los mamiferos, en cuyo caso han apa
recido nuevos aspectos relacionados con el integumento piloso.
El segmento de epidermis cubierto por pelo tiene altas concen
traciones de cisteina, asi como de ﬁrotefnas libres de cationes

en la zona protectiva. £n las Zonas de proteccidn se acumulan

protefnas con un alto contenido de histidina y arginina.

Es evidente el hecho de que la zona de proteccidn
en los anfibios estd formada por una queratinizacién periféri
ca (las proteinas ricas en cisteina se localizan en la serife
ria de las células de la zona de proteccidn), mientras gue la
zonas de proteccidn de la epidermis en reptiles estd formada.r
por una queratinizacidn difusa (las protefnas ricas en cistel

na también se encuentranm formando parte del cuerpo celular).

Los datos obtenidos en el estudio histoquimico comparativo de
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la epidermis de vertebrados contemporéneps;1§Qeﬁe ser9Tr como
un patrén de los eventos que OCUrrieron'Eaﬁléf}ifogéhia d2 las
especies (56). _ o ' 7

La funcidn orimordial del sistema inmune es la de-
fensa del organismo comtra la infeccidn y se basa en tres aspet
tos importantes que som la memoria, la especificidad y el reco
nocimiento de lo no prepio. Esta proteccién espé dada por la
respuesta inmune que es una reaccidn contra el agente infeccio
so denominado antlTgena {Ag). Cuando estos Gltimos han penetrado
en el organismo los limf&citos B se diferencian en células plas
maticas que secretan grandes cantidades de anticuerpos {Ac) o
inmunoglobulinas (lg) t=ss cuales son moléculas bifuncionales
que se llgan a estos para eliminarlos iniciando toda una gama
de fendmenos secundaries.

Las |g se han dividido en base a la estructura con
formacional que presentan. Se trata de polipéptidos en aproxi-
madamente un 952 y carkohidratos en un 53. Forman un tetrémero
unido por puentes disuffuro donde existen dos cadenas de mayor
PM denominadas pesadas (H) y dos cadenas de menor PM )lamadas
ligeras (L), con estructura general (H2L2) como se puede apre
clar en la Fig.6 (56).

En humanos se ha establecido la existencia de cinco
tipos de cadenas pesadzs que han dado origen a distintas clases
de lg, estas son las siguientes; 1gG, IgM, IgA, IgD e IgE. Las

cadenas ligeras se han zlasificado como { )} y ( ), &stas se
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presentan de manera pareada en cada lg, segin la férmula gene-
ral, pero nunca combinadas en la misma lg (57).

En cuanto a su funcién la Igl constituye el 75 %
de las lg del suero y la portan sobre su superficie los macrg
fagos que entonces funcionan como citotdxicos hacia el Ag. Ade
més esta lg difunde m&s rdpidamente que las demds hacia los es
pacios extravasculares donde neutralizaﬁ las toxinas de bacte-
rias y se une a microorganismos para permitir su fagocitosis.

La IgA predomina en las secreciones corporales y
proporciona el mecanismo primario de defensa., Abunda en la sali
va, ldgrimas, secreciones bronquiales, mucosa nasal, sacrecio-
nes vaginales y en intestino delgado. Sun funcidn no es la des
truccidn de los Ag sino m&s bien la de impedir la entrada de
estos al organismo. Se presenta en forma dimérica unida a la ca
dena J.

La IgM estd presente en la superficle de los linfo
citos B y es la mds eficiente fijadora del sistema de compliemen
to. Se ha demostrado que casi toda la gD est§ presente junto
con la IgM en la superficie de linfocitos, donde parece que agc
tGan mutuamente con los receptores de Ag para controlar la act}i
vacién y supresién de los linfocitos.

Las I1gE se encuentran unidas a las células cebadas
y cuando entran en contacto con un Ag, producen la degranulacidn
de &stas, liberando aminas vasoactivas como la histamina. También .

juega un papel importante en la proteccién de mucosas externas (58-60).
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VA principios de la década de los sesentas se recono
ci6 que la fusidn celular era un proceso espontaneo pero DocCO
frecuente entre ¢élulas que se mantenfan en cultivo. A partir de
este hecho se traté de encontrar un agente que permitiera la fu-
sidn celular a mayor escala. Inicialmente se probd con el wvirus
de Sendai que presentaba como limitacidn el que las células a fu
sionar debTan de tener receptores antigénicos para dicho virus
(61-62).

En 1975 se desarrolld una nueva metodologia que pers
mitia la produccidén de cionas formadoras de Anticuerpos monoclo
nales (Ac mon) con especificidad Gnica {63). De manera general
Ja técnica permite fusionar células mielémicas que tienen la ca
pacidad de proliferar indefinidamente, junto con linfocitos 8
de! bazo que secretan Ac. Para permitir. la fusidn celular se utl
1iz6 primeramente e) virus de Sendai como ya se ha menclonado,
sin embargo en la actualidad se emplea el polietilen-glicoi (PEG)
que es un agente aglutinante de protoplastos vegetales (64). Las
células resultantes de ia fusidén se han denominado hibridomas vy
pueden ser clonadas por métodos de dilucidn limitante con la fina
lidad de asegurar la cslidad monoclonal de las células producto-
ras de Ac (65-66). Las clonas asi obtenidas pueden ser expandidas
en placas y botellas de cultivo, para finalmente hacer una expan
sién masiva y obtener altas concentracicnes de Ac mon, esto es,
que reconocen un solo determinante antigénico y que sobrepasa el

orden de los 10 mg/m} {67).
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Baste recordar que un buen suero estd constituldo
por mas 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 misma regidn varia
ble, estructura, idiotipo, afinidad y especificidad por un deter
minado epitope. Cuando se dirige un Ac mon contra un solo epitope
del Ag, este muestra una alta especificidad en términos de reac-
cidn cruzada con otros Ag, pues ésta es nula o casi nula. Ocasio
nalmente se puede encontrar alguna reaccidén cruzada, pero esta
serd minima 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 pro
ducir Ac especificos contra distintos Ag que se encuentren en
una mezcla compleja y separar ios hibridomas productores de 1gs
particulares, simplemente cleonando esos hibridomas (70).

El potencial de esta tecnologia es muy grande y sélo
como ejemplo de sus beneficios estdn la caracterizaci6n de 1fneas
celulares linfoides y mieloides malignas, reconocimiento de teji-
dos, elucidacidn de la estructura fina en los sitios de combinacidn
de las lg, diagnégtico de céncer y la terapia con agentes cito~

téxicos unidos a un Ac mon anti tumor (71-73).

o 8 4 E T I VvV 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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En primer término tenemos que la produccidn de Ac mon
permite obtener 100% de lg especifica contra un Ag determinado a
diferencia de los sueros policlonales en donde se obtiene una mez
cla que en general tiene poca avidez hacia los epitopes problena.
En sequrndo término tenemos que los Ac mon permiten reconocer que
ratinas especificas contra las que se fnmunizan los ratones y

tercero a partir de éstos su utilizaci6n en problemas de diagnés-

tico clinlco.
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HMATERIALES Y METODOS
I. Obtencidn del Ag

E] Ag utilizado en el presente trabajo correspondid
a la epidermis de cobayos, los cuales fueron proporcionados por
el bioterio de la Facultad de Medicina, UNAM. Estos fuerqn depi
lados completamente utilizando un depilador comercial (Lilly,ME
xico) y luego de anestesiarlos se procedié a disectar la piel
comgleta en la zona abdominal y dorsal. Después fueron sacrifica
dos por desnucamiento cervical,

Las muestras fueron sumergidas inmediatamente en soiu
cién salina balanceada de Hanks (SSBH) que contenia un agente que
tante de iones calcio y magnesio dcido etilendiamino tetra-acéti-

lcé (EDTA) y se incubaron duranfe 3 hr a 37°C. Transcurrido este
tiempo se procedif a separar la epidermis subyacente utilizando
para esto agujas de diseccibn. Los fragmentos de epidermis asT
obtenidos se homogenizaron a 1500 rpm durante 10 min utilizando

3 ml de SSBH dentro del homogenizador. Esta solucién ya no tenfa
el agente quelante. Este paso se repitid tres veces para cada una

de las muestras obtenidas.

PROCESAMIENTO DEL Ag

El siguiente paso consistid en centrifugar a 3500 rpm
durante 5 min e! Ag; el sobrenadante obtenido se guardd en conge-
lacién a ~4°C y el paquete celular se resuspendié en 6 ml de bi-

carbonato de amonio (NH4HCO3, 5mM) y se pasd a bado marfa durante
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40 min a 70°C. Finalmente fue centrifugado a %70 rpm durante §
min y filtrado en papel Whatman no.1 (100 ym'. £} paquete celular
aqul obtenido se guardé en congelaciba a =4*C con 3 ml de NH4CO3,
mientras que al sobrenadante se le hizo la medizi3a de proreinas
por medio de la técnica da Lowry (7h), utilizands para ello un
blanco, tres controles y tres muestras probizara jue se prepara-
ron como se inaica a continuacidn.

Para preparar un blanco se colocaron en un tube de
‘ensaye ae S ml de capacidad, 400 ul de agua biges:zilada (Hbd) a
los que se agregaron otros 400 ul de solucidn %-3-7 y se esperd
durante 15 min antes de anadir 1200 u! de la sotucidn Folin-Cio
calteau (F-C), se agitd durante 30 seg en vortex y luego de 30
min de espera se hizo la lectura en el espectrofordmetro a 750
. nm de absorbancia.

El primer tubo control se prepard colocando 300 ul
de Hbd con 100 ul de albimina sérica de bovino {35A) a una con-
centracién de 1mg/ml, a estos se agregaron 400 vl dz la solucién
A-B-C, asl como los 1200 wl de F-C. Después se siguieron los mis
mos pasos que en la preparacién del blanco. E! segundo tubo con-
trol contenfa 200 ul de Hbd y 200 u! de BSA a 1a misma concentra
cign. El dltimo tubo control tenfa LOO ul de BSA y los reactivos
restantes,

Finalmente las tres muestras problena se prepararon
con 100 ul de Ag (85 ug/100 ul) m&s 300 ul de Hbd, los dem3s

reactivos se agregaron siguiendo la misma metodologfa.
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11. Inmunizacién de rat=n2s
Se inmunizaran cinco ratones de cuatro semanas de
edad de la cepa Balb/c, los cuales fueron proporcionados por el
bioterio del Departamen:o de Ciencias Biolégicas y de la Salud,
YAM-lztapalapa. Para cz:z uno de los cinco ratones se prepara-
ran 100 ul de Ag (85 ug7100 ul) diluTdos en 150 ul de solucién
satina balanceada (S58) vy emulsionados con 250 uy! de adyuvante
completo de Freund (ACF: de (DIFCO, Detroit) que contenia Borde-,

tella pertussi inactivaia. Esta emulsidén se homogenizd durante

3 min en Vortex y se inaculé en un total de 500 ul/ratda por via
intraperitoneal. A los 3 dias se inoculd en cada ratén una se-
gunda dosis que conteniz 100 ul del Ag a la misma concentracibn

en 400 ul de SSB.

111, Mantenimiento de l2s células de mieloma

La linea celular utilizada fue la P3X63 Ag-8 (6.5.3),
€sta corresponde a un nieloma de ratén que prolifera indefinida-
mente en medio de cultivo {75). Este fue mantenido y expandido en bote
1las (NUNC, Noruega) dentro de una incubadora Nationél en atmds-
fera himeda con 95% de aire. Se cultivaron en medio minimo Eagle
modificado por Dulbeccs (DMEM) de (Microlab, México), suplementado
con suero fetal de bovino (SFB), amtibac, L-glutamina, antifun,
amino8cidos no esencizies, piruvato de sodio de la misma compadia.
Ademds contenfa gentamicina {(Scheramex, México), insulina (Lilly,

México) y 2-mercaptoetanol (J.T.Baker, USA). El suero se inactivé
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a 56°C durante 30 min y se filtréd en membranas de Millipore de

0.8 um, 0.45 um y finalmente en 0.22 um (76,77).

IV, Fusién célular

Se hicieron seis fusiones, cada una se llevd a cabo
72 hr después de la segunda inmunizacidn, disectando en esteri-
lidad los bazos de cuatro ratones. Los drganos se colectaron en
cajas de Petri que contenfan 5 ml de SSB a 37°C. De ahi se pasa
ron a la campana de flujo laminar donde fueron macerades en una
malia de acero inoxidable presionando con un pistén de vidrio,

Las células asi disgregadas fueron recogidas en otra caja de Pe-
tri con 5 ml de $5B y pasadas a tubos de centrifuga clnicos estg
riles de 15 ml de capacidad (NUNC, Moruega). Se centrifugaron a
1000 rpm durante 10 min en una centrifuga sorvall modeio LC-50,
luego de lo cual se elimind el sobrenadante y nuevamente se resus
pendieron en 5 ml de SSB centrifugando una vez mas para lavar de
contaminantes. Se le retird el sobrenadante y finalmente se resus
pendieron en otros 5 ml de SSB.

Para acondicionar el medio de crecimiento de los hibrji
domas, se disectaron en esterilidad los timos de cuatro ratones de
3-% semanas de edad. Se disgregaron en la malla de acero presionan
do con el pistén de vidrio y las células se recogieron en una caja
de Petri conteniendo 5 ml de S5SB. Se pasaron a un tubo de centri -
fuga c6nico de 15 ml de capacidad y se centrifugaron a 1000 rpm

durante 10 min, luego de lo cual se eliminé el sobrenadante y se
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resuspendieron las células en 90 m! de medio que contenia Hipo
xantida, Aminopterina y Timidina (HAT) todas ellas de (Sigma,
USA}, asi como medio suplenentado.

Las poblaciones de mieloma y linfocitos se contaron
por separado en c&maras de MNeubauer, utilizando la prueba de ex
clusidn con azui tripano para viabilidad celular. En la fusién

6

se utilizaron 110 x 10° células de mieloma y aproximadémente 800
X 106 Finfocitos. Ambas poblaciongs se colocaron eﬁ un tubo de
centrifuga cénico de 50 ml de capacidad (NUNC, Noruega) y se cen
trifdgaron a 1000 rpm durante 10 min. Después de esto se retird
el sobrenadante y se procedid a realizar ja fusidn que consta de
los siguientes pasos.

Primero se agregd 1 ml de PEG de PM 1500 (Baker, USA)
estéril ﬁisuelto en relacién 1:1 (psfv) con DHEH a 37°¢C sobfé‘ ef
paquete Qelujar durante 1 min y con agitacidn contfnua. Esta alti
ma se realizd golpeando continuamente con los dedos el tubo de
centrifuga. Lé agitacidn se prolongd durante otro min. En otros dos
min se agregaron 2 ml de DMEM y finalmente 7 ml de DMEM en otros
dos m}n con agitacién continua. Se procedid a centrifugar a 1000
rpm durante 10 min, se retiré el sobrenadante y el paquete celular
se resuspendid con 10 ml de medio HAT, los cuales se agregaron a
ia botella que contenfa 90 ml de medio HAT y los timocites.

Se procedié entohces a colocar 100 ul de la suspensidn
celular en 960 pozos de placas (NUNC, Noruega) y a guardarlas fi-

nalmente en la incubadora con atmSsfera de €02 (78-81).
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V. Deteccidn de hibridomas productores de Ac especifico
Para la deteccidn de células hibridas productoras de
Ac mon se utilizé de manera rutinaria la prueba de ELI3A, 13 cual

es un ensayo inmunoenzimdtico no competitivo de fase suiida.

"El primer paso fue colocar en cada pozo de microcul tive [NUNC, o

ruega) Ag a una concentracién de 0.5 ug/50 ul, con 1& finalidad de
inmovilizarlo. Luego de oreparar la placa se incuba a 37°C durante

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

-lava tres veces con PBS.para saturar ios sitios libres de la fase

s6lida. Después se tomaron 100 ul de sobrenadante de los pozos a

probar y se dejd reposar durante 20 min. Aqul si al adicionar fos

~sobrenadantes estos contienen Ac vs Ag, entonces se unirdn a ét.

Transcurrido el tiempo se lavé con Tween 20 (0.05%) por

.10 veces para eliminar todes los componentes no unides. Se procedid -

a agregar 50 ul/pozo de peroxidasa de rdbano conjugada con Ac de ca
bra anti |g6 de ratdn {Cappel, USA) dilufda en buffer de dilucidn
1:1500. Se ﬁermitié gue se llevara a cabo la reaccidn durante 10 min
y se lavd nuevamente con el mismo detergente, lo que permitid reti- 2
rar el exceso de enzima.

| Inmediatamente después se agregaron 100 ul de sustrato
que permite poner de manifiesto la presencia de la enzima. la hidrg'
lisis enzimdtica de ésta origina un producto colorido que fue lefdo
a 405 nm en el lector de ELISA (Flow Iéboratories, USA). Las lectu-

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

Para llevar a cabo.la clonacién celular se prepara- .
ron 100 ml de supermedio adicionado de hipoxantina (10 mM) y timi
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
L semanas de edad.

A los pozos que resultaron positivos en la prueba de
ELISA se les midid viabilidad con la prueba de exclusién del azul
tripano en c8mara de Neubauer. Después se calculd el volumen que
contenfa 2500 células y éstas se resuspendieron en 10 ml de medio
suplementado con (HT). Se procedidé 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 clonacién se hizo dos veces
y posteriormente se fueron expandiendo de 1 a 2, de 2 a 4 y asf
sucesivamente hasta llegar 2 16;ﬁ;n;;nces se pasaron a pozos de
1 ml ? de cuatro de estos a botella que principi6 con 5 ml'y ter-

miné con 30 ml aproximadamente {78).

Vil, Expansidn masiva. ‘

Para prepararla se inyecté por via intraperitoneal ((P)
cada uno de 20 ratones Balb/c de cuatro semanas de edad cor 0.5 ml
de aceite mineral (AM) pristén de (Aldrich, USA) a los cero y 10
dfas. Tres dfas después de la segunda dosis se inocularon cerca de

6

8 x 10° hibridomas por rat6n, resuspendidos en 500 ul de SSBH para

producir el tumor ascltico (78,79).
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Entre diez vy quince dias después de inocular lqs hi
bridomas se extrajeron los liquidos asclticos de los ratones
que habTan formado el tumor utilizando jeringas de 5 m) y agujas
de catibre 18. Estos lTquidos se centrifugaron a 3500 rpm duran-
te 10 min y se guardaron Unicamente los sobrenadantes en criotu-
bos (NUNC, Noruega) de 2 ml de capacidad a -36°C dentro de un ul

tra congelador (REVCO, USA)-

Vili,. Congelacidn del mieloma.

En cdmara de Neubauer se contaron las células por
medio de la prueba de exclusidn con azul tripano. Después se to
mé el volumen necesaric que contuvo 6.0 x )06 células vivas vy
se centrifugd a 1000 rpm durante 10 min. Se retird completamente
el sobrenadante y muy suavemente se resuspendid el paquete celu-
lar con 1.0 m! de una mezcla que contenfa S$FB {(90%) y dimetil
sulféxido (10%) de (Sigma, USA). Este DM$S0 se esterilizdé junto
con el SFB con membranas Millipore de 0.22 um. Las muestras se
guardan en criotubos de 1.8 ml de capacidad (NUNC, Noruega) a

-36°¢C.

I1X. Congelacidén de los hibridomas
Primero se midié la viabilidad celular de la misma
forma que se hizo con el mieloma y se tom6 el volumen neccesario

6

para contener de 6~8 x 10  hibridomas. Se centrifugaron a 1000

rpm durante 10 min y se retira completamente el sobrenadante.
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En una solucidn con 90% de ¥rB y 103 de DMSO se re-

suspende el botdn celular y se gquarda en criotubos a -36°C. No
es recomendable congelar en nitrSgeno liquido a -196°C, pues al

descongelar 1a viabilidad se ve disminufda (84).
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La linea celular de mietoma de ratdén P3 X63 Ag-8
{6.5.3) se mantuvo proliferando en total esterilidad y bajo
las condiciones antes descritas en cultivo continuo. La expan
sién de) mieloma se realizé en periodos que fluctuaron de dos
a tres semanas previas a cad; una de las fusiones. E! ndmero
aproximado de células de mieloma y de linfocitos utilizados
para cada una de ellas, asi como las diversas fuentes de error
que impidieron un crecimiento favorable en las cinco primeras
se muestra en el cuadro 1.

En 1a dltima fusidn se utilizé una modificacidn del
método propuesto en 1981 (79), pues se utilizé wna mayor canti-
dad de los dos tipos celulares, lo que nos permitid incrementar
la eficiencia de fusidon, Se sabe que pueden existir en el cul-
tivo varias combinaciones celulares al momento de 12 fusidn vy
por probabilidad muy pocas de ellas ser la fusidn mieloma-lin-
focito B. Sin embargo al aumentar la celularidad de ambas pobla
ciones aument§ también la probabilidad de tener esta combing

.
cidn. De aqul se debe tomar en cuenta que de los hibridomas prg
ducidos sélo una pequena proporcidn, no mayor del 5%, estard
sintetizando el Ac especifico y de estas dnicamente una fraccidn
lo estard secretando. Lo anteriormente expuesto estuvo en concor
dancia con los resultados observados luego de la sexta fusidn al

revisar las placas con microcultivos bajo el microscopio inverti

do.
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FUSION CEL. MIELOMA LINFOCITOS FUENTE DE
{(x 106) (x 106) ERROR
Fl 50 150 Baja eficiencia
de fusidn.
F2 50 150 Baja eficiencia
de fusién.
F3 43 150 Contaminacidn
del medio.
Fl 48 150 Alcalinizacién
del medio.
F5 42 ) 150 Alcalinizacidn
del medio.
Fé 110 800 Ninguna,
Cuadro 1. Nimero aproximado de células de mieloma y de linfo

citos utilizados en cada una de las seis fusiones
y fuentes de error que impidieron el crecimiento

favorable de las cinco primeras.
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Estas observaciones no se cuentificaron, sin enbarge
l1a eficiencia de fusidén fue notablemente més alta que en las fu-
siones anteriores.

El cuadro 2 muestra los 5FB wtilizados para el mante.
nimiento de mieloma e hibridomas en 10s excerimentos, asi como
la viabilidad promedio y la concentracidn celular por unidad de
volumen que pudo mantener cada uno. Se observa que el suero de
Hi-clone fue el mds eficiente y consecuentemente tuvo un rendimien
to mayor. Sin embargo tamblén se puede apreciar que la eficiencia
va aumentando conforme se probaron los diversos SFB, lo cual repre
s;nta un sesgo ya qu; al adquirir mds experiencta éstos se utilliza

ron mds eficientemente.

LOTE DE SFB Y MARCA VIABILIDAD CONCENTRACION PROM.
PROMEDIO CELULAS MIELORA/m!

169 (Nicrolab, Méx.) 90% 1.3 x 10°
152 (Microlab, Méx.) 92% 1.5 x 106
- (Sigma, USA} 82% 1.0 x 10
203 (Microlab, Méx.) 89% 1.6 x 0°
~ (Hi-clone, USA) 95% 2.2 x 106

Cuadro 2. Resultados comparativos de los SFB utilizados en las
seis fusiones que muestran la eficiencia de cada lote
asi como el nimero de cé€lulas de mieloma que podlan

mantener por mililitro.de medio de cultivo.
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La mayor eficiencia de fﬁsién se obtuvo al utilizar
el polietilén-glicol (PEG) de PH 1500 (Baker, USA) y aun  con
esto no rebasé el 10% de eficiencia en ninguna de las placas.
Sin embargo al realizar el andlisis de Ac de los pozos c;n co-
lonias, mostraron que la mayor parte de ellos tenfan reactivi-
dad positiva al hacer la prueba de ELISA. Para evitar caer en
errores relacionados con la posibilidad de que el sobrenadante
de las células del mieloma dieran reaccidn cruzada con el Ag,
al momento de hacer el ensayo inmunoenzimdtico se probaraon los

.sobrenadantes de éstos y se observd que no dieron reaccién po-
sitfva.

De los 960 microcultivos que se hicieron para la
sexta fusidén celular sélo 27 resultaron c¢con colonias positivas,
lo cual representa dnicamente 2.8% del total {(gr&fica 1). De es
tos, cinco pozos fueron clonados con la metodologla ya descrita
mientras que 22 se expandieron 3 dos pozos de microcultivo ini-
ciaimente para de ahl expander la poblacién celular. En total

se tuvieron 1004 microcultivos {gr&fica 2).

Para la segunda clonacidn se seleccionaron cuatro po
zas que tenfan tan solo una colonia grande y que adem&s habfan
resultado con lecturas de absorbancia m§s altas en }a prueba de
ELISA. Por otra parte se expandieron seis pozos en placas que se
marcaron como expansién #1, expansidn #2 y asT sucesivamente. De
esta sequnda clonaclén se prepararon 196 microcultivos por cada

pozo clonado dando un total de 784 aparte de los expandidos {gréfica 3)
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"Grafica 1. Muestra el ndmero de pozos cultivados
en la sexta fusiédn, mientras que el
corte a la misma representa el nimero de

pozos positivos (2.8%).
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Grdfica 2. Representa el nimero de microcultivos
de 1a primera clonaci6n. El corte a la
gréfica indica el nimero de pozos pos]l

tivos.



Gréfica 3. Representa el namero de microcultivos
de la segunda clonacién, mientras que
el corte a la misma indica el nimero de
pozos positivos a partir de los cuales
surglieron las cinco 1fneas de Ac mon

productoras y secretoras.

N
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Para )a tercera clonacidn se utilizaron cuatro pozos
haciendo un total de 784 microcultivos que no proliferaron por
lo que se eliminaron. Asi a partir-de la segunda clonacién se
eligieron cinco 1fneas celulares que se fueron expandiendo hasta
tenerlas en botellas de cultivo. Estas Iineas se marcaron con las
siguientes iniciales; 0 2-2, 0 2-5, 4A-C1, BA-C9 y A2-Ct las cua-
les se utiiizaron para la expansién masiva de hibridomas producto
res de Ac mon. £l cuadro 3 muestra el ndmero de ratones inocula-
dos con hibridomas y la cantidad de células utilizadas para cada .

una de las cinco clionas.

CLONA HIBRIDOMAS No. RATONES
(xloé)' '
02-2 8.0 6
02-5 8.0 6
ha-c1 6.0 5
bA-C9 ~ 6.0 3
A2-C1 : k.0 2

Cuadro 3. Proporcién de hibridomas productores de Ac
mon especifico inoculados para la expansidn
masiva en ratones Balb/c. Estos fueron Inocy
lados previamente con aceite mineral para ig

ducir el tumor ascitlico.
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Un sequndo lote de hibridomas se inocularon en ratg
nes Balb/c previamente sristanizados. Estos hibridomas se hizig
ron proliferar‘en supermedio que contenfa ﬁnicamente’SZ de 5F8B
Hi-clone. El cuadro 4 muestra ei nimero de hibridomas de cada

clona que fueron inoculados IP en dichos roedores.

CLONA HIBRIDOMAS _ No.RATONES
‘ (x10%)

0 2-2 6.0 _ -5

0 2-5 5.0 | oy

A2-C1 hoo 4

ba-Cc9 370 3

Cuadro 4, Proporcidn de hibridomas productores de
Ac hon especifico inoculados para una sg
gunda expansidn masiva en ratones Balb/c.
Estos fueron inoculados previamente con
aceite mineral (pristan) para inducir la
formacién del tumor ascitico en la cavidad

peritoneal.
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Después de la sequnda expansidn masiva se procedid

a congelar las cinco clonas de hibridomas bajo ia metoiologia
ya descrita, De igual forma se congelaron los sobrenadanies de
éstas. Los datos se pueden apreciar en los cuadros 5 y 6 respec

tivamente,

CLONA HiBRIDOMAS No.CRIOTUBGS

(x10%) (1 m)
0 2-2 6.0 4
0 2-5 5.5 5
4a-c1 5.0 1
A2-C1 3.0 o 3
e 75 ' 2
4A-C9 6.0 5

Cuadro 5. NGmero de criotubos congelados a =36°C de
cada una de las lfneas productoras de Ac,
mon, asi como el nimero de ce&lulas por mili

litro.



SOBRENADANTES VOLUMEN (=1

0 2-2 43
0 2-5 35
ha-¢i 09 B
La-c9 10
A2-C1 03

Cuadro 6,

Muestra el volumen de sobrena
dantes recuperados de las cinco

clonas.,

Tanto de la primera como de la segunda expansidn

se recuperd uns cantida
Los volumenes recuperad

cuadro 7.

d impresionante de 1Tquidos ascitlcos,

os de cada clona se muestran en el

CLONA VOLUMEN (m1)
0 2-2 35

0 2-5 32

4A-C1 15

ha-c9 707

A2-C1 10

Cuadro 7.

Muestra el volumen de }iquldo ascl

tico recuperado de cada clons,
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b 1+ 5 C U S + o N
Es claro que la preparacidn de Ac mon presenta no-
torias ventajas sob}e la produccidén de antisueros convencioha-

-

fes, AsT cuando un animal es inmunizado con una mezcla antigé
nica, responde de forma muy compleja hacia cada uno de ellos.

De hecho, pequefias cantidades de un contaminante pueden ser
antigénicamente dominantes y los Ac producidos contra componen
tes especificos estaran mezclados con los Ac que se unen a los
Ag restantes, ‘

En los sueros convencionales se pueden hacer puri
ficaciones parciales que generalmenterson demasiado complejas
y en ellas se puede gastar gran cantidad de tiempo y dinero,
ademds de la pérdida de Ac paravlograr los resultados deseados.
Sin embargo en la metodologfa con Ac mon la seleccidn de Ac se
reduce a la clonacidn y ha resultado una poderosa herramienta
en problemas biom&dicos bisicos y aplicades (85).

En el presente estudio la inmunizacién se hizo con
una mezcla de protefnas muy compleja y heterogénea pues se rea
1izé con epfdermis de cobayo, donde no (nicamente existian que
ratinocitos sino tambi&n otras poblaciones celulares, AsT pues,
con la finalidad de incremenﬁar la respuesta de los ratones para
producir Ac, el Ag se emulsificé con ACF y el cultivo con la uti
Tizacign del principio bisico antes mencionado se seleccionaron
las lfneas celulares productoras de Ac especifico.

La concentraci6n de protefnas con la que se Tamunizé



52
a los ratones y el nimero de exposiciones al Ag fue similar a la
utilizada en otros experimentos no relacionados pero que propor
clonaron resultados positivos, Ademds la observacidn directa
del bazo al momento de disectarlos nos indicd por su gran tamafo
el éxito en esta grimera parte del experimento,

Se conoce que el suero es tdxico para las células
por lo que nunca se utiliza concentrado. Usualmente se diluye
a una concentracién de 10-20% (v/v)., Esta toxicidad intrinseca
probablemente se debe al hecho de que muchas sustancias poten-
clalmente citotédxicas presentes en el sueroc nunca dejan los
espacios vasculares, para estar en contacto directo con las cé-
lulas de otros tejidos. Las células cuya proliferacidn estd 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 hor
monas tienen una concentracidn mayor que en la circulacién gene=-
ral, Por estas razones no se puede esperar que el suero dilufdo
proporcione el medic ambiente ideal para el crecimiento de dife-
rentes lfneas 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 permitié la recuperacidn de pozos
en expansién y clonados que otros sueros no podian mantener pues
su eficiencia era muy baja. Se contd asf con un suero capaz de

mantener un nmero muy bajo de c&lulas, que no excedia de 25 cé
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lulas por pozo, con lo que se pudo asegurar la calidad monocip
nal de las lTneas celulares productoras de Ac especifico.

Los experimentos iniciales para la formacidn de
hibridomas fueron llevados a cabo utilizando como agente fusd-
geno el virus de Sendai, Este tiene un alto grado de eficiencia
pero presenta dificultades en su maneje. A mediados de la década
de los setentas se introdujo un fusdgeno quimico, el PEG qué
es un agente aglutinante de protoplastos vegetales. Cuando se
compard la eficiencia de fusidn del virus de Sendai inactivado.
con radiacion UV contra el PEG se concluyé que la de éste Glti
mo era mayor, De hecho la mayor parte de las fusiones en la ac-
tualidad se desarrollan utilizando PEG.

Se encontrd que la concentracién ideal para usarlo
es af 50% diluido con DMEM. También se encontrd qué la frecuen-
cia de hibridizacidn es altamente dependiente del pH del fusé-
geno, asf{ como el del medio de cultivo, A lo largo de nuestros
exper imentos se probaron diferentes marcas y lotes de PEG, encon
trindose uno que superaba a los restante en su capacidad fusdge-
na notabiemente. Ahora bien la fusidn de las membranas celulares
consiste de dos etapas diferentes (las cuales se han estudiado
con muestras de células recién fusionadas, al microscopio elec-
trénico) primero la aglutinacién celular durante la cual las
membranas plasmdticas de dos células adyacentes se aproximan y
segundo la formacidn de éuentes intercitoplismicos que conlleva

a la formacidén de heterocariontes.
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As7 el proceso de fusidn se ha observado y se ha
hecho una ana!ogTaAcon el proceso de exocitosis, pero el mecs
nismo de accién del fusdgeno aun es dusconocido. La induccidn
de las fusiones se llevd a cabo de forma m3s eficiente cuando
se realizé a 37°C (88).

El crecimiento continuo de los hibridomas estd de
terminado por la fusidn de linfocitos B y células de mieloma,
En los primeros experimentos de fusidn celular la Iinea celu-
lar empleada sintetizaba ig con cadenas ligeras y pesadas que
al momento de la fusién producian gran cantidad de Ig inespec’
fica. Por fécnlcas de seleccién se desarrollaron lfneas celula
res que no las sintetizaban. Con esto los hibridomas Gnicamente
secretarfan lg proveniente de los linfocitos B, y en la actual]
dad existen toda una gama de mielomas de ratdn adecuadas para
este propdsito. Las primeras lfneas celulares derivaron de ra
tones Balb/c en los que se indujeron plasmacitomas y el primer
tumor se denomind MPC-11, de &l surgid la 1Tnea celular 470, 2
resistente a la 6-tioguanina.

Otra Ifnea celular de plasmacitomas resistente a la
8 azaguanina es la P3K que se desarrolld en cultivo de tejidos
a partir de un tumor inducido con aceite mineral |lamada MOPC-21,
De la anterjor se origind la linea celular parental de la uti-
lizada en el presente trabajo y que es la P3 X63 Ag-8 (6.5.3),
gue no secreta ninguna Ig.

En el desarrollo de estos experimentos se pudo cons
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tatar que cliertos factores son determinantes en la produccidn
de Ac mon y algunos de ellos ya fueron mencionados. Otros co-
mo las fluctuaciones de pH y temperatura deben ser evitados
al miximo sobre todo luego de ia fusidn celular, por lo que in
mediatamente despu&s de &sta las placas deben ser introducidas
en la incubadora Je €02 y no debe ser abierta por lo menos en
48 hr. E} abrir-ocaslionalmente la incubadora conduce & un cre-
cimiento retardado de las colonias o hasta la muerte de los hj
bridomas por pérdida de humedad y €02. Las células de mieloma
comienzan a morir unas 48 hr después dé la fusidn {90), mientras
que la vida media de los linfocitos no fusionados es mayor.Todas
las condiclones aﬁtes mencionadas son requisito indispensable
para tener &xito en la produccidn de hibridomas si se persigue
la produccidn de lg por largos periodos,

Las modificaciones a la metodologia (79) aumentaron
en gran medida (no cuantificado) la eficiencia de fusidn pues es
claro que al no tocar las células con la pipeta se aumenta su
viabilidad (89).

Se ha comprobado que dos clonaciones son suficienteg
para obtener la estabilidad cromosémica de la ITnea cetular aun-
que otros discrepan argumentando que {nicamente al obtener 1la
cuarta clonacidn se logra ese objetivo. En el presente trabajo
se.hizo una tercera clgnacidén que se perdid debido a la baja efi
ciancia del suero que no permitTa rebasar concentraciones minimas

3

de 800 x 107 cé&lulas/nl.
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Otros grupos de trabajo ajenos al nuestro obtuvie
ron resultados similares con suero de! mismo lote (comunica -
cién personal de Concepcidén Gutiérrez, UAM-1). De ahf que tu-
viéramos que trabajar exclusivamente con los hibridomas de la
segunda clonacién.

De esta segunda clonacidn surgieron cinco Jineas
celulares que se pudieron expander desde microcultivos hasta be
tellas, Su tasa de proliferacidon con el suero Hi-clone se cuadry
plicd, por lo que el tiempo para realizar la expansidn masiva
fue muy corto. Lo anterior suglere como ya se habfa mencionado
que un buen suero puede ahorrar muchos reactivos y tiempo.

La cantidad de lg que se produce en un cultivo no

wrebasa los 100 ug/ml y aunque no se midid para el presente esty

dio, con ayuda del lector de ELISA se tuvo una medlda de compara
cién 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 concentracién
del primero (91-93).

Para la expansién masiva vivo luego de la sensibli

in

l1zacién con pristdn en los ratones, se inyectaron cuatro lTneas
celulares diferentes con excepcién de la clona 4A~C1 cuyo creci-
miento fue mis lento, Se ha propuesto que las células que tienen
esta forma de crecimiento secretan una mayor cantidad de Ig (94).

Como cada uno de los ratones produce méas ye 10 ml de

ITquido ascftico, es factible suponer que se obtienen-clentos de
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miligramos de Ac especifico. Asi con estas cinco clonas hemos
producido una baqerfa de Ac que reaccionan con un Ag en parti
cular, de los cuales es posible seleccionar el que resulte me
jor para demostrar una cierta estructura dentro &e un tejido a
probar.

La determinaci8n de las células que originan las
neoplasias poco diferenciadas es un problema frecuente en el
diagndstico diferencial del patdlogo. La deteccidn de algunos
Ag requiere un procesamiento de la muestra, que presenta clertas
limitaciones, sin embargo con la utilizacién de Ac mon se permi-=
te la caracterizacidén de neoplasias linfoides. Los Ac mon contra
diferentes queratinas dan un patron de tincion distintivo, Estas
representan marcadores efectivos de los tumores'due pueden ser
detectados en muestras que estén inclufdas en parafina y proce
sadas por métodos inmunohistoquimicos. Finalmente se ha encontra
do que la tincidn con Ac mon es mds variada y menos consistente
cuando se hace contra Ag de membranas epiteliales que contra que
ratinas (95-96).

Con la produccidn de estos Ac mon se tiene lista la
herramienta para llevar a cabo el estudio de identificacidn de
las diferentes clases de queratinas que componen las células de
la epidermis de cobayos. M3s adelante se pretende utilizarlos
para determénar cambios o modificaciones anormales en las quera

tinas de tumores en tejido epitelial.
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AP E N D I C E

Preparacidn de medios de cultiva, soluciones y reactivos.

Solucidn balanceada de fFosfatos (PBS)

Cloruro de sodio (NaCl)........ Ceeraieeaas 2,22 g
Fosfato dibdsico de sodio (HaZHPO4) ...... 0.286 g
Fosfato monobdsico de sodio (NaH2PO4) ..., 0.155 g

Se aford en matraz volumétrico con 300 ml de Hbd

solucidn salina balanceada de Hanks (SSBH)
Cloruro de sadio (Natlj T T A
Cloruro de potasio (KC1) ......... veeses 0.2 g
Cloruro de calclo {€CaCl2) .iiivevinnaess 0,07 g
‘Sulfato de magnesio (MgSOL.7H20) ....... 0.05 g
Cloruro de magnesio (MgC12.6H20) ....... 0.03 g
Fosfato monobisico de potasio (KH2PO4) . 0.03 g
Glucosa (CBHI206) .vvvvusvnnsoraassenass 0.5 g
Rojo €enol (0.1%) vivvinvinireieecnnenas 0,01 ml
Bicarbonato de sodio (NaHC03) ...vsvevee 0.175 g

Se aford en matraz volum@trico con 500 ml de Hbd

Solucian de EDTA
PBS S 883 & 20 L LTSI A YL NN EL e 500 m'

Acido etilendiamino tetra acético (EDTA) 7.6 g
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Solucién de 8-azaguanina {stock)
Se adaden 76 mg de 2-amino-6oxi-8-azaguanina (Sigma,
USA) en 35 ml de DMEM y se disuelven adadiendo gota a gota NagH
(1N) recién preparado. Una vez disueito se Ileva a 50 ml de DMEM
Esta solucidn se ajusta a p% 3.0 con 4cido acético (IN) y se este

ritiza por filtracién con mendrana Millipore de 0.22 oum.

Solucidn de trabajo de 8-azaguanina
Se agregan 10 m! de la solucién stock en 90 ml de

supermedio para dar una concsatracidn final de 1 x 10-3M.

Solucidn de 2-mercaptoetanol {stock)

Se prepara una sslucidn (0.1M) de 2-hidroximercapto
etano! (Sigma, USA) cuyo P¥ 25 de 78.13 y su densidad a 20°C de
l.flh. Se prepara diluyendo =» Hbd o NaCl (0.9%) hasta tener una

solucién 1 x 107M, Se esteriiiza por filtracién,

Solucién de trabajo de 2-merceptoetanol
De la solucidn siock se toman 0.5 ml por cada 100 ml
de supermedio con lo que se sktiene una concentracién final de

5 x 10°°M,

Solucién de gentamicina (stock}
garamicina (Lilly,Méx. 60 mg/t.5ml) ..... 2.0 m!

Hbd D R N S S S SR I RS A ST I B S S A I R S A S R A R 6.0 ml
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Solucidn de trabajo de la gentamicina
De 1a solucidn stock se toman 100 ul y se llevan a
100 m} de supermedio quedando una concentracidn finai de 10 ng/

ml.

Preparacidn del supermedio

SFB 4 ovannraneaneincnaarniorrronrenas 200 ml
Antibac (microlab, M&x.) (.veveveneos 0.1 ml
Gentamicina (Lilly, Méx,) ,.....;}Q..FIAO.i mi
Insulina (Lilly, Méx.) ....‘...:;;;;. 1 0:25 ml
Glutamina (Microlab, Méx.) .......;.}'. 2,0 mt
Antifun (Microlab, M8X.) veeuvreessen 1.0 ml
2-mercaptoetanol {(Sigma, USA) ... ..iu. = 0.5 ml
Aminodcidos no esenc.(Microlab, Méx.) 1.0 m!
Piruvato de sodio (Microlab, Méx.) .. 1.0 ml

DHEM (Hicrolab, Méx-) cerasas s s s mE 0 75.0 ml

Solucién H~T (100x)
Hipoxantina (Sigma, USA) ,.eeevevenes 0.1361
Timidina (Sigma, USA) +siiveevesnrosess 0.0388

Se lTlevan a 100 ml de Hbd que previamente est3 ca-
lentada a 80°C vy sg‘agita hasta hacer una solu;ién homogénea.
Lo anterior se realiza en un vaso de precipitado de 500 ml de
capacidad tapandose con un vidrio de reloj para restituir el

agua evaporada., Disolver con mechero al momento de utilizarla.
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Solucién de aminopterina (1000 x)
Aminopterina (Sigma, USA} ..ivciviivoccneess 17.6 mg
Esta cantidad se disuelve en 80,0 ml de Hbd. Sf
no se disuelve total y rdpidamente se agregan algunas gotas
de NaOH (0.VM), luego se afora a 100 ml y se guarda en alfcug

tas de 10 m} a -20°C.

Solucidn de HAT para medio de seleccién (50 x)
Solucidn HY (100 x) ....evivvreecnrnnrssoaess 50,0 ml
Solucién de aminopterina (1000 x) .....0040s 5.0 ml
Hbd 4ieururuneorennsnonnsorsssnsssecrvsnsnsese 45.0 ml
Esterilizar por filtracién con membranas de Milli

pore 0.22um y guardar en alTcuotas de 10 ml, Almacenarlo a -20°C.

Solucidn HT para mantener hibridomas (50 x)
Solucidn HT (100 X) «.ivvioaevessscsoesncses 50.0 m!

HDB evennncesnesoserssassssesesscnssnnnes 50,0 ml

Medio de sei;ccién HAT (1 x)
SO'UC'én HAT (50 x) .“."l!c..lll..l'l....ll. 2.0 m'

SUPEIrMEdT0 voeesconecncesensnonsssnnsasassTse 98.0 ml

Solucion de azul tripano

Azul trlpano (0.2%) .a.n.unc'omna-‘ifoaoncn.’.‘. 8.0 m'

Solucién de NaCl {4.25%) ..........,.....;.. 2,0 m



62

Sotucién de hidroxido de sodio (IN)
ﬂaOH P4 @ 0 B S EP BB IO NI S AR 40.0 g
Se disuelven en t L de Hbd y se esterilizan por

autoclave (121°C durante 15 min).

Solucidn para dilufr la enzima peroxidasa
Cloruro de sodio {NaCl)} ...eeivsevrennanaes 2.925 g
Fosfato dibfsico de sodio (NaZHPO4) ,..,... 0.1k2 g
Se afora a 100 ml de Hbd ajustando previamente el
pH a 8.0 De aqul se tiene una concentracianvde cloruro de sodio

(0.54) y (10 mM) del otro reactivo,

"Solucién del sustrato (stock)

Acido cTtrico (0.05 M, pH 4.0) que se prepara pesando 0.2626 g
disueltos en 25 ml de Hbd. Perdxido de hidrégeno {(H202 0.5 M, 2%)
que se prepara tomando 52 ml de la botélla al 30% y se afora a

1 L, Acddo 2,2-diazino bis (3-etilbenzotialinsulfénico) ABTS

(40 mM) que se prepara pesando 0.549 g en 25 ml de Hhd.

Solucién de trabajo para el sustrato
Acid0>cftriCo (0'05 ") Peev ettt etagte s 5‘0 m'
ABTS ("0 m") O.l..lll..llllll"ll‘ll..'l!'ll 20.0 u‘

Hzoz (0.5 M) et et s s aB Bl s e e N NI RODBGREOIE S 25»0 UI
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Solucidn para dilufr el Ac
Fosfato dibdsico de sodio (Na2HPO4) ......... 0.67 g/100 ml
Azida de sodio (NaN3} ...ivvu v iiiiannncanss 0.02%
Se prepara la solucign aforando a 100 m! de Hbd vy
se agrega el otro reactivo en ese porcentaje quedando a una

concentracidn final de (25 mM). Se ajusta el pH a 7.4

Solucidn A-B (stock)
Bicarbonato de sodio (Na2HCO3) ....ieceeeeses 200.0 g
Hidréxido de sodio (NaOH) ‘.;.‘.......;...... bo.0o g
Tartrato de 50di0 «.veevsrvansorscossnstononns 2.0 g
Se Jleva a 10 L de Hbd y se almacena en frascos
dé‘color ambar a temperatura ambiente. Esto dltimo correspon-
de a la solucidn A,
Sulfato de cobre {CuUSOL,5H20) wuvvrvvevoroncns 5.0 g
Se lleva a ! L con Hbd y se guarda en frascos ambar

temperatura amblente. Esta es la solucidn B.

Solucidn C de trabajo.
SOlUCIBN A L ..civeenncarsossnsonsnscnsssseaces 15,0 m}

SO'UC‘G" B tovetiesnessncesavennssssanssnsraons '.5 ml

Solucidon de Folin-Ciocalteau

Folin-Ciocalteau {Aldrich, USA) ..;.,;.}.QEQ,J‘ d;5'mi7

, >f .5.b ml

Hbd -o-o.--ooutt....ci-evovc'q---nroufyo"‘



Solucisn de BSA (10 mg/10 mi).




2)

3)

4)

5)

6)

7)

65

HAM, A. Tratado de Histologfa. 6a edicidn. Nueva editorial

interamericana (México) 360, 1970.

JUNQUEIRA, L. y CARNEIRO, J. Basic Histolagy. 3a edicibn

Lange medical publications (USA)  378-391, 1971,

TUNG-TIEN, S. y GREEN, H. Differentiation of the epidermal

keratinocyte in cell culture: Formation of the carni

fied envelope. Cell, 9:511, 1976,

JENSEN, P, NORGARD, J y BOLUND, L. C€hanges in basal cell
subpopulations and tissue differentiation in human
epidermal cultures treated with epidermal growth fac

tor and cholera toxin. J. Cell Pathol., 49:325, 1985,

WEBER, K., y 0SBORN, M. Moléculas de la matriz celular. Inv,

y Ciencla. 111:76, 1385,

EVANS, N y RUTTER, N. ODevelopment of the epidermis In the

newborn., Biol. Neonate 49:74, 1986,

BECKER, S. y ZIMMERMANN, A. Further studies in melanocytes
and melanogenesis in the human fetus and newborn

J. Invest, Dermat, 12:103, 1955,



66

-
8) BOCK, P. Fine structure of Langerhans cells in the strati-
fied epithelia of the esophagus and stomach of mice

Z. 2eliforsch. 147:237, 1974,

9) CARRILLO-FARGA, J, y MONTALVO, C. Ccé&lulas de Langerhans en

el cobayo albino estudio morfométrico. Patologfa,23:27,1985,

10) ROBINS, P. y BRANDON, L. A modification of the adenosine
triphosphatase method to demomstrate eplde‘rmal Lan

gerhans cells, Stain Technology. 56:87, 1981,

11) SJOBORG, S. A new method for visualization of the epidermal Langerhans
cell and its application on normal and allergic skin. Acta der-
matovener. Suppl. 79, 1978. :

12) ELLEDER, M. Activity of alpha d-manosidase in human Langerhans
epidermal cells. J. Cell Pathol. 19:93, 1975,

13) BROWN, W. y HABOWSKY, J. Comparative ultrastructure and
cytochemistry of epidermal response to tape stripping
éthanol and vitamin A acid in hairless mice, J. Invest.

Dermatol., 73:203, 1979.

14) ELMETS, €., BERGSTRESSER, P, y STREILEIN, W, Differential
distribution of Langerhans cells in organ culture of

human skin., J, Invest, Dermatol. 79:340, 1982,



67
15) MURPHY, G., HARRIST, T. y MiHM, M, Distribution of cel! sur
face antigens in histiocytosis X cells, Lab, Invest,

48:90, 1983.

16) STINGL, G. Epidermal Langerhans cells bear Fc and C3 recep

" tors. Nature. 268:2LS5, 1977.

17) ROITT, 1. Esséntial Immunology., Sa edicibébn., Blackwell Sci.
Pub. (Oxford). 65-66, 1980,

18) LAZARIDES, E. Intermediate filaments as mechanical integra

tors of cellular space, Nature, 283:249, 1980,

19) MARCHUK, D,, McCROHON, S. y FUCHS, E. Remarkable conserva
tion of structure among intermediate filaments genes.

Cell, 39:491, 1984,

~20) STEINERT, P.,ALASDAIR, C. y ROOP, D. The molecular blology
' of intermediate filaments. Cell, 42:411, 1985,

21) EICHNER, R., TUNG-TIEN, S. y AEBI, U. The role of keratin
pairs in the formation of hyman epidermal lntqrmedlato

filaments. J. Cel) Biol, 102:1767, 1986,



68
22) -TUNG-TIEN, S., EICHNER, R., NELSON, W., SCHEFFER, T., WEISS,
R. y WOODCOCK, J. Keratin classes:molecular markers
for different types of epithelial differentiation.

J. Invest. Dermatol. 81:109, 1983,

23) REGNIER, M., SCHWEIZER, J., MICHEL, §., BAILLY, C. y PRUNIE
RAS, M. Expression of high molechlar welght (67K)
keratin in human keratinocytes cultures on dead de-

epidermized dermis, Exp, Cell Res. 165:63, 1986,

24) STAIANO-COECO, L., HIGGINS, J. Human keratinocyte culture,
J. Clin. Invest. 77:396, 1986,

25) KATOH, Y., KODAMA, K. y ISHIKAWA, T. In.vivo effects of epider

mal and fibroblast growth factors on DNA replication
in mouse skin. Exp. Cell Res. 161:111, 1985,

26) BOONSTRA, J., LAAT, S. y POMEC, N. Epidermal growth factor
receptor expression related to diferentiation capacity
in normal and transformed keratinocytes, Exp. Cell Res.

161:421, 1985,

27) JEMSEN, P, y BOLUND, L. Changes in proliferating cell subpo
pulations and mitotic activity in human epidermal cul
tures treated with epithelial growth inhibitors. J.

tnvest. Dermatol, 86:46, 1986,



69
28) PRUNIERAS, M. REGNIER, M. y WOODLEY, D. Methods for culti

vation of keratinocytes with air-liquid interface.

J. Invest, Dermatol. B81:28, 1983,

29) KARASEK, M. Culture of human keratinocytes in liquid medium

J. Invest. Dermatol. 81:24, 1983,

30) FRAAS, C., KIRKHU, B. y SCHJOLBERG, R. Cell cycle progre
sslon kinetics of regenerative mouse epidermal cells.
An in vivo study combining ONA flow cytometry, cell
sorting and (3H)d Thd autoradiography. J. Invest.
Dermatol. 86:402, 1985,

31) SIMPSON, R., SCHMIT, J., MORITZ, R., OHARE, M., RULAND, P.,
MORRISON, J., LLOYD, C., GRECO, B., BURGESS, A, vy
NICE, E, Rat epidermal growth factor:complete amiho

acid sequence, Eur. J, Biochem. 153:629, 1985,

32) NICKOLOFF, B, BASHAM, T., MERIGAN, T. y MORHENN, V. Anti-
proliferative effects of recombinant alpha and gamma

interferons. Lab. Invest, S51:697, 1984,

33) YUSPA, S., KULESZ, M., BEN, T. y HENNINGS, H, Transformation
of epidermal cells in culture., J. Invest, Dermatol.

81:162, 1983,



70
34) McCULLOUGH, J., PECKHAM, P., KLEIN, J., WEINSTEIN, D. vy
JENKINS, J, Regulation of epidermal proliferation
in mouse epidermis by combination of difluoromethyl
ornithine DFM0 and methylglyoxal bis-guanilhidrazo

ne MGBM. J. Invest. Dermatol. 85:518, 1985.

35) HERBICH, G. Epidermal changes limited to the epidermis of
guines pig skin by low power dioxide laser irradia-

tion. Arch, Dermatol. 122:132, 1986,

36) FUSENING, N,, BREITKREUTZ, D., DZARLIEVA, R., BOUKAMP, P.,
BOMNERT, A. y TILGEN, W. Growth and differentiation
characteristics os transformed keratinocytes from

mouse and human skin in vitro and in vivo. J. Invest.

Dermatol. 81:168, 1983,

37) SAUDER, D., CARTER, C., STEPHEN, B., KATZ, 1., y OPPENHEIN,
J. Epidermal cell production of thymocyte activating

factor (ETAF). J. Invest. Dermatol. 79:34, 1982,

38) GAHRING, L., BUCKEY, A. y DAYNES, R. Presence of epidermal
derived thymocyte activating factor/interleukin V In
normal human stratum corneum. J. Clin, Invest, 76:1585

1985,



7
39) PENTLAND, A. y NEEDLEMAN, P. Modulation of keratinocytes
proliferation in vitro by endogenous prostaglandin

synthesis., J. Clin, Invest. 77:246, 1986.

h0) GOODWIN, J. y CEUPPENS, J. Regulation of the Immune respon

se by prostaglandins. J. Clin. Immunol, 3:295, 1983,

h1) OSBORN, M. y VEBER, K. A manocional antibody recognizing
desmosomes: Use in human pathology, J. invest. Der-

matol, 85:385, 1985,

42) IWASAKI, K. Properties and dynamics of glucocorticold din
ding cepacity in rat skin. J. lavest, Dermato), 86:
428, 1986,

- 43) SAUER, W., BOEZEMAN, 9., LAWRENCE, m,, GROOD, M., RAMAECKENS,
€. Mnonoclonal antibodies for epldermal population

analysis, 60:72, 1986,

h%) VIRTANEN, 1., KARINIEMI, A.yy LENTO, V. Fluorochrome coupled
lecting reveal distinct celluler domains In human epl

dermis, J, Histochem and Cytochem, 34:307, 1986.

45)  RUEINWALD, J. y GREEN, H. Serial cultivation of strains of
human epidermal keratinocytes: The formation of kerati

nizing colonies fron single cells, Cell, 6:331, 1975,



h6)

47)

48)

h9)

50)

51)

72

MILPIED, N., DRENO, B., BUREAU, B, y HAROUSSEAU, J. Analy
sis of skin reactivity with monoclonal antibodies
after atlogenic bone marrow transplantation. Exp.

Hematol. 13:82, 1985, ..

NINONIYA, T., HIGASHIYANA, H. y MORI, M., Effects of cryosur
gery in experimental carcinoma on lectin binding and

keratin distribution, Cryobiol. 22:547, 1985,

MADISON, C., WERTZ, P., STRAUSS, J. y DOWING, T, Lipid com
position on cultures of murlne keratinocytes., J. In-

vest. Dermatol, 87:263, 1986,

BOYCE, S..y HAM, R. Calclum regulated differentiation of
normal human epidermal keratinocytes in chemically
defined clonal culture and serum frees serfal culture,

J. Invest, Dermatol., B81:33, 1983,

MOSHANKIS, V., MCILJINNEY, R,, RAGHAVAN, D. y NEVILLE, A,
Monoclonal antibodies to detect human tumors: an expe

rimental approach., J. Clin. Pathol. 34:314, 198%.

-PINKUS, G,, ETHERRIDGE, C. y OCONNOR, E. Are keratin proteins

a better tymor marker than epithelial membrane antléen?

Am. J. Clin. Pathol. 85:269, 1986,



52)

53)

S54)

55)

56)

57)

58)

73
STEINBERG, M. y DEFENDI, V. Transformation and inmortaliza
tion of human keratinocytes by SV-40. J, Invest, Der

matol. Nature. 268:245, 1977.

SCHLIWA, M. y BLERKOM, J. Structural interactions of cyto-

skeletal components. J. Cell Biol. 82:11%; 1979.

NICKOLOFF, B., BASHAM, T., MERIGAN, T. y MORHENN, V. Anti-
proliferative effects of recombinant alpha and gamma

interferons, Lab. Invest. 51:697, 1984,

MOLIGNAYA, G. y SHUBICK, M. Histochemical basis of the ver-
tebrate epidermis differentiation in the comparative

aspects. Acta Histochem. 70:214, 1982.

TONEGAWA, S. NMol8culas de) sistema inmunitario. Inv. Ciencla

111:90, 1985,

WINKELHAKE, 4. (mmunoglobulin structure and effector func-

tions. J. Immunocytochem. 15:695, 1978,

STITES, 0.,$7080, J., FUDEMBERG, H, y WELLS, J. (nmunologfa
bésica y clifnica. Sa edicidn. E! manual moderno (Méxi

co) 13-hb, 1985,



59)

60)

61)

62)

63)

64)

65)

74
LERNER, R. y DIXON, F. The human lymphocyte as an experi~

mental animal., Sci. Am. 228:82, 1973.

METZGER, H, The mechanism of action of antibodies, Molec.

Immunol. 21:679, 1984,

SINKOVICS, J. Early history of specific antibodies~ produ

cing lymphocyte hybridomas, Cancer Res. 4:1246, 1981.

MILSTEIN, C., CLARCK, R., GALFRE, G. y CUELLO, C. Monoclonal
antibodies from hybrid myelom;s. International con -
gress of Immunology. la edicifn, Academic Press 1279 pp

1980,

KOHLER, G. y MILSTEIN , ¢, Continuous cultures of fused cells

secreting antibodies of predefined specificity. Nature
256:495, 1975,

BARSKI, G., SORIEUL, S. y CORNEFERf. Fr. HyBrid type cells
in combined cultures of two different’mammallan cell

strains, J. Natl, Canc, Inst. 26:1269, 1961,

De PHING, R., FELDH:N. L. y SCHARFF, M., Tallor made monocio-
nal antibodies. Ann, Internal Med, 10k:225, 1986.



66)

67)

68)

69)

70)

)

72)

75

KEARNEY, J., RADBRUCH, A., LIESEGANG, B. y RAJEWSKY, K. A

new mouse myeloma cell line that has lost immunagio

bulin expression but permits the construction of an
tibody-seCret6n§ hybrid cell lines. J. immunol.

123:1548, 1979.

DIAMOND, B. y SCHARFF, M. Monoclonal antibodies. J. Am.
Med, Asoc., 248:3165, 1981.

BOSS, M. y WoOD, C. Genetically engineered antibodies. Immy
nology Today. 6:12, 1985,

RUODLE, F. y KUCHERLAPATI, S, Hybrid cells and hbman genes.
Sci. Am, 231:36, 1985,

"COHN, M. Antibody diversity 1983: Some elementary considera

tions. Progr. Immuncl. 5:839, 1983,

kGARY, D., WANG, R., BARTHOLOMEW, R., SERVIER, D. ADAMS, T. y

GREENE, H. The hybridoma-An imsunochemical laser.
Clin., Chem., 2779:1580, 1981,

DAVIS, W., HcGUIRRE, T. y PERRYMAN, L. ®Biomedical and biolo-
gical application of monoclonal antibodies technology
in developing countries. Periodicum Biologorum. 3:259,

‘983'



73)

74}

75)

76)

17)

78)

79)

76
GOODMAN, S. Lymphocyte hybridomas and ther products.Nat.

Library Med. 80:1, 1978,

LOWRY, 0., ROSENBROUGH, N., FARR, A, y RANDALL, R. Protein
measurement with the Folin phenol reagent. J. Biol.

Chem. 193:265, 1951,

MEYERS, M. y SHIN, S. Specific resistance to 8-azaguanine
in cells with normal hypoxanthine phosphoribosyltrans
ferase (HPRT) activity; the role of guanine deaminase

Cytogenet, Cell Genet. 30:118, 1981,

SATO0, G. Cell culture and physiology. In:Fron gene to pfo-
teinjTranslation into biotechnology. Academic Press,

(usa) 45-60, 1982,

CARREL, A. Tissue culture and cell physiclogy. Physiol. Rev.
h:v, 1924, '

WESTWOUDT, R. Improved fusion methods IV. Technical aspects,
J. Immunol. Method. 77:181, 1985,

0f, V. y HERZENBERG, A, Immunoglobulin~producing hybrid ceil
lines., In: Selected methods in cellular Immunolagy.

la edicidn. W.H.Freeman (San Francisco) 351-353, 1981.



77
80) KOHLER, G., HOWE, S. y MILSTEIN, €. Fusion between immuno
globulin;secreting and non secreting myeloma cell

lines. J. lmmunol. 6:292, 1976,

81) GEFTER, M., MARGULIES, D, y SCHARFF, M. A simple method for
PEG hybridization of muose myeloma cells, J, Cell

Genet., 3:231, 1977,

B2) ROTMANS, J. y CHEVEN, B, The effect of antigen cross-lin-
king on the sensitivity of the ELISA. J. Immunol,

Methods. 70:53, 1984,

83) .LEMTONEN, 0. y EEROLA, E. The effects of different antibo
. dy affinities on ELISA absorbance titer. J, Immunol.

Methods. 54:233, 1982,

B4) HALASZ, N, y COLLINS, G. Studies un cryoprotection 11: Pro

pylene glycol and glycerol. Cryobiol, 21:14k4, 1984,

85) SPRINGER, T. Monoclonal antibody analysis of complex biolo-
glcal systems, J. Biol. Chem. 256:3833, 1981,

86) KOvAR, J. y FRANEK, F. Serum-free medium for hybridomas
and parental myeloma cell cultivation: a novel compo

sition of growth supporting substances, Immunol Letters

7:339, 1984,



87)

88)

89)

'90)

91)

92)

78

FAZEKAS DE ST., GROTH, §S. y SCHEIDEGGER, D. Production of mono

clonal antibodies. Strategy and tactics. J.lmmuno!.Methods.35:1,1980,

HARRIS, H. y WATKINS, F. Hybrid cells derived from mouse
and man: Artificial heterokaryons of mammalian cells

from different species. Nature. 205:640, 1965.

MILSTEIN, C. Anticuerpos monoclonales. tnv. Ciencia. 93:

38, 1980,

0eBLAS, A., RATNAPARKHI, M. y MOSIMANN, J. Estimation of
the number of monoclonal hybridomas in a cell fusion
experiment, Effect of post fusion cell dilution on

hybridoma survival, J. Immunol. Methods. 45:109, 1981,

HERTZOG, P., SHAW, A,, SMITH, J. y GARNER, R. Improved con
ditions for the production of monoclonal antibodies
to carcinogen-modified DNA, for the use in ELISA, J.

Immunol, Methods, 62:49, 1983,

MILLER, K.,BOLY, D. y GOLDSBY, R. A rapid solution phase
screening technique for hybridomz culture supernatants
using radiolabeled antigen and solid phase immunoadsor

bent. J. Immuno). Methods. 59:227, 1983,



93)

94)

95}

96)

g7 TR R
SR B L LBTECA

79

VAIDYA, H, y LADENSON, J. Inadequacy of traditional ELISA

for screening hybridoma supernatants for murine mo-

noclonal antibodies, Hybridoma. 4:271, 1985,

DE BLAS, A., RATNAPARKHI, M, y MASIMANN, J. Estimation of

the number of monoclonal hybridoma in a-cell fusion
experiment, Effect of post fusion cell dilution on

hybridoma survival. J. Immunol. Methods. 45:109, 1931,

" MIRRO, J., SCHWARTZ, J. y CIVIN, C. Simultaneous analysis

of cell surface antigens and cell morphology using
monoclonal antibodies conjugated to fluorescent micro

spheres. J. Immunol. Methods. k7:39, 1981,

HOUGHTON, A., BROOKS, H., COTE, R., TAORIMA, M., OETTGEN, H.

y OLD, L. Detection of cell surface antigens by human

monoclonal antibodies. J. Exp. Med. 158:53, 1983.



	Portada
	Índice
	Introducción
	Objetivo
	Justificación 
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Apéndices
	Referencias



