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CONFERENCIAS

MARCADORES INMUNOCITOQUIMICOS
EN PATOLOGIA CUTANEA

INTRCDUCCION

Si bien es cierto que una amplia se-
rie de tipos celulares pueden ser identi-
ficados por sus caracteristicas morfol6-
gicas en el microscopio de luz, después
de tefir las preparaciones histoib6gicas
con colorantes de rutina (H-E, Giemsa,
Coloraciones especiales), también es
cierto que ocasionalmente se plantean
al patodlogo, problemas diagnosticos en
ciertas afecciones cutdneas, especial-
mente tumorales, donde varios tipos
celulares embriologicamente diferen-
tes, pueden aparentar un patrén histo-
logico similar, y de esta forma inducir
al especialista a errores de diagnostico
con sus consecuencias obvias.

Aunque diversas técnicas y métodos
de investigacién han contribuido a pre-
cisar mejor los diagnosticos histol6gi-
cos (histoguimica y microscopia elec-
tronica), los avances mds espectacula-
res se han logrado con a utilizacidn de
técnicas inmunocitoquimicas, usando
anticuerpos convencionales policlona-
les o bien anticuerpos mds especificos
del tipo monoclonal, con los cuales ha
aumentado la posibilidad de identifica-
cion de diferentes tipos celulares “‘in
situ’’.

En esta modesta contribucion al es-
tudio de marcadores inmunocitoqui-
micos aplicados a la patologia cuténea,
revisaremos en l(neas generales, la im-
portancia en la determinacion de aigu-
nos antigenos en diversas estructuras
celulares cutdneas (Proteina S-100,
CEA, Antigeno relacionado con el
Factor VI{{, NSE, etc.) y la patologra
neoplésica derivada de ellas. De igual
forma analizaremos el explosivo creci-
miento informativo sobre la distribu-
cion, estructura y sintesis de los poli-
péptidos o sub-unidades polipeptidi-
cas, las cuales representan los compo-
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nentes moleculares de la estructura del
citoesqueleto, comUn a todas las célu-
las epiteliales. Trataremos de hacer una
sfntesis de la caracterizacién y utiliza-
cian de algunos de los numerosos anti-
cuerpos manoclonales, que se han pro-
ducide recientemente para la identifi-
cacion de diversos tipos celulares infil-
trativos de la piel {infiltrados linfocita-
rios de la piel). ’

La excelente contribucidén que
aportaron Kohler y Milstein en el afio
1975, con el desarrolio de fa técnica
del hibridoma, ha marcado una pauta
importante en el extraordinario avance
que ha adquirido la inmunocitoguimi-
ca, con la utilizacion de los anticuer-
pos monoclonales comoe relevante guia
diagnostica, asi como por su futura
aplicacién terapéutica en algunas en-
fermedades.

APUDOMAS

En la piel existen elementos neuro-
endocrinos en una cantidad relativa-
mente grande y estrictamente hablan-
do, nevus y melanomas pudieran ser
clasificados, segun algunos autores, co-
mo tumores neuroendocrinos, Las cé-
lulas de Merkel (descritas por Merkel
en 1B75), se encuentran en la piel y en
algunas superficies mucosas. Su rela-
cion frecuentemente fntima con es-
tructuras neurales y su componente de’
grénulos secretores observadaos con el
M.E., se conocen desde hace cierto
tiempo, pero sus caracteristicas AFUD
y su posible incorporacidon al sistema
neuro-endocrino difuso, fue sugerido
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relativamente reciente (Winkelman,
1977). Chi-Kwun y Tocker, 1978, des-
cribieron carcinomas primarios de la
piel con un patrén trabecular, los cua-
les con M.E., muestran hallazgos neu-
roendocrinos y que se presume se deri-
ven de células de Merkel, Gould y De
Lellis, han estudiado varios casos apa-
rentemente similares de carcinomas ce
piel ‘“tipo anexal’, Estos tumores eran
argirofrlicos y mostraban abundantes
grénulos neurosecretores en el ME. y
células ocasionales con abundantes to-
nofilamentos, sugiriendo que los carci-
nomas que ofrecen diferenciacién mul-
tidireccional, quizads sean més frecuen-
tes de lo que se supone, Estos tumores
recurrieron localmente y dieron metds-
tasis a ganglios linfaticos regionales,
pero al menos dos de los tres pacientes
permanecieron vivos, cuatro y nue-
ve afios después de la excision inicial.
Uno de ellos estaba asociado con eleva-
dos niveles de calcitonina {las cifras
permanecieron altas aun después de la
tiroidectomia total, lograndose un des-
censo después de la extirpacion total
de la recurrencia).

Es probable que si se aplican las téc-
nicas modernas disponibles como M.E.
e inmunocitoguimica al estudio de tu-
mores cutineos indiferenciados de
anexos, puedan observarse hallazgos
neuroendocrinos. Recientemente en
un estudio de 32 E.B.C., las células de
Merkel fueron identificadas en un caso
{Macadam, 1978).

Es importante tener en mente el
diagnodstico diferencial de tumores de
célutas de Merkel (Sober, 1984): 1)
linfoma, 2} leucemia mielbgena, 3} E.
E.C. indiferenciado, 4) Mt. de melano-
ma maligno, 5} sarcoma de Ewing, 6)
neuroblastoma, 7) carcinoide, 8) Ca.
de "'oat cell”’, 9) Ca. medular, 10} Ca.
de gldndulas sudoriparas.
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Sidhu et al., (1980}, publicaron 7
casos de neoplasmas de células de Mer-
kel. Uno de ellos mostré ultraestructu-
ralmente, coexistencia de células de
Merkel con células escamosas y la tran-
sician de una célula a otra, 10 que les
hizo sugerir 1a posibilidad de una célu-
fa precursora comun para gueratinoci-
tos y células de Merkel.

ENOLASAS

Diversas pruebas citoguimicas han
sido utilizadas para la identificacion de
elementos neuroendocrinos  {células
endocrinas: APUD vy neuronas), algu-
nas de ellas como la impregnacion en
plata y la hematoxilina-Pb, adquirieron
cierto auge, sin embargo, no todos los
elementos neuroendocrinos son  sus-
ceptibles de marcaje con estas técnicas.

Recientemente, el descubrimiento
de una proteina neuronal ha tenido
una gran aplicacion en los estudios
neuroendocrinos. Se ha demostrado
mediante estudios bioqurmicos que es-
ta prote(na es un-isbmero de la enzima
glicotitica enolasa {Marangos y Zom-
sely-Neurath, 1976). Las enolasas son
enzimas diméricas, de las cuales tres
han sido caracterizadas.a o (higado),

g g.(masculo) v ¥ T{neuro-especifical.
Se han producido anticuerpos contra
todas las sub-unidades, no existiendo
reactividad cruzada entre ellas, Laeno-
lasa neuronal especffica (NSE=neuron
specific enolase), ha sido igualmente
localizada en células neuroendocrinas
centrales y periféricas (Shmechel et al.,
1978; Warton et al., 1981; Bishop et
al., 1982) y en tumores neuroendocri-
nos (Tapia et al., 1981). Esta enzima
es por consiguiente un excelente mar-
cador citoquimico del sistema neuro-
endocrino difuso, con grandes aplica-
ciones cuando se desee delinear ele-
mentos neuroendocrinos.

Se ha podido comprobar NSE en
tumores neuroendocrinos (APUDo-
mas, los cuales reaccionan en un 90%/o
fuertemente positivos con el antisuero
para NSE (Tapia et al., 1981). Se ha
sugerido quie los tumores originados en
las células de Merkel (C.M.), puedan
clasificarse como pertenecientes al sis-
tema neurcendocring difuso, a pesar
de que no se habfa nodido demostrar
la presencia de polipéptidos regulado-
res. Citoquimicamente las células de
este sistema tienen como atributo prin-
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cipal la capacidad para captar vy decar-
boxilar los precursores de aminas, in-
cluyendo 3.4-dihidroxifenil-alanina
(L-Dopa) vy la 5-hidroxitriptofana (5-
HTP). De alli que Pearse et al., (1971,
1974, 1975, 1979) seleccionaron el
término APUD para describir la capaci-
dad de estas células {amine precursor
uptake and decarboxylation).

La primera descripcion de polipép-
tidos reguladores en C.M. se debe 3
Hartschuh et al., (1979), quienes de-
mostraron la presencia de met-encefa-
fina y posteriormente [0s mismos au-
tores (1983) demuestran polipéptida
intestinal vasoactivo {VIP), sustancias
caracteristicas del sistema neuroendo-
crino difuso. No obstante, las investi-
gaciones de Saurat et al. (1984), han
comprobado que las proteinas de fila-
mentos intermedios de las C.M, de la
epidermis normal del canejo, son cito-
queratinas, componente caracterfstico
de las células epiteliales. Los autores
plantean que las C.M sean queratinoci-
tos modificados o especializados. No
se tratarfa del primer ejemplo de célu-
las expresando citoqueratinas con pro-
piedades biogulmicas de células del sis-
tema neuroendocrino difuso, en efec-
to, recientemente se han demostrado
citoqueratinas en células de islote pan-
credtico secretoras de insulina (insuli-
noma) (Schubart et al., 1984).

Hasta el afio 1983, habian sido re-
portados 46 casos de tumores de célu-
las de Merkel (Merkelomas o carcino-
ma trabecular de Toker). Warner et al.,
1983, repartaron 6 nuevos casos. To-
dos fueron estudiados por M.E. e in-
munocitoqu(mica, Al estudio de mi-
croscopia de luz y M.E., eran casos tr-
picos de Merkelomas, pero inmunoci-
toqufmicamente, no reaccionaron a
met-encefalina, b-lipoproteina, calcito-
nina, somatostatina y NSE. No obstan-
te, los autores los consideraron tumao-
res neuroendocrinos difusos que pro-
bablemente derivan de las C.M. de ta
dermis o del epitelio folicular.

En el afio 1983, el grupo inglés de
Gu et al, confirman la utilidad de la in-
munotincion con NSE en 11 casos
diagnosticados ultraestructuralmente.
Sefialan que los carcinomas de bron-
quios vy ciertos melanomas malignos
metastdsicos, deben ser estudiados cui-
dadosamente ya que se mostraron po-
sitivos a la inmunotincién para NSE.

En estos casos serfa recomendable la
utilizaciébn de un panel de anticuerpos
que incluya $-100 y vimentina,

Wick et al {1983}, pubiican 13 ca-
sos provenientes de la Clinica Mayo,
con hallazgos histolégicos, histoquimi-
cos, inmunocitoquimicos y ultraes-
tructurales similes a los reportados por
otros autores,

Proyectaremos aigunos casos de tu-
mores pertenecientes al sistema neuro-
endocrino difuso general {APUDomas),
asi como algunos derivados de las célu-
las de Merkel, todos estudiados ultra-
estructural e inmunocitoquimicamen-
te.

PROTEINA S-100

La proteina $-100 es una protelna
4cida, ligada al calcio, originalmente
detectada en el cerebro de mamiferos
bovinos por Moore en 1865, Su nom-
bre refleja su solubilidad en 100%/0 de
sulfato de amaonio. Ha sido detectada
en céiulas gliales del cerebro, en células
de Schwann, células satélites de la mé-
dula espinal y ganglios aut6nomos del
sistema nervioso periférico. A nivel de
la piel estd presente en las células de
Langerhans, melanocitos normalas vy
neopldsicos del humano, células de
Schwann, corpusculos de Pacini v
Meissner, acinos, ductos y ¢élulas mice-
piteliales de las glandulas sudorfparas.
Se encuentra igualmente en condroci-
tos humanos derivados de la cresta
neural y del tipo mesodérmico,

Las neoplasias de piel y sus células
de origen que dan positivas a la inmu-
notincion con S-100 son: melanocitos
(nevus y melanoma maligno), células
de Langerhans (Histiocitosis X}, gldn-
dulas sudoriparas (tumor mixto), célu-
las de Schwann (Neurilemmoma, neu-
rofibroma, neurofibrosarcoma, tumor
de células granulares).

La localizacion intracelular de un
componente antigénico es de valor
diagnostico si el antigeno esta presente
en un tipo celular simple, mas que una
amplia distribucidn sobre muchos y di-
ferentes tipos celulares. Este principio
estaria aparentemente en conflicto con
la utilidad de la determinacién de la
proteina S-100, debido a su amplia dis-
tribucion en muchos y diferentes tipos
celulares, no obstante, si tomamas en
cuenta que a nivel cutdneo existen tres
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estructuras fundamentales gue contie-
nen la proteina (melanocitos, céiulas
de Langerhans y células de Schwann),
es obvia su importancia para la deter-
minacion histogenética de ciertos tu-
mores, cuya histologfa no es conclu-
yente. Por ejemplo, es muy importante
su utilizacion para diferenciar melano-
ma maligno de células fusiformes de
carcinoma espino-cetular de células fu-
siformes y de otros tumores pabre-
mente diferenciados o muy indiferen-
ciados.

La determinacion de la proteina S-
100 en el controversial tumaor de célu-
las granulares {mioblastoma de células
granulares o tumor de Abrikossof
1926}, ha contribuido a reforzar la
teoria neurogénica que explicaria la
embriogénesis del tumor. La positivi-
dad a la inmunotincién para S-100 a
nivel de las células del tumor, similar a
la observada en las células de Schwann,
orientan a pensar que ]a célula progeni-
tora méas probable en esta entidad sea
la célula de Schwann ({Stefansson et
al.,, 1982: Nakazato et al,, 1982; Ar-
min et al., 1983; Planas-Giron y Tapia,
1985).

La presencia de proteina S-100 en
tumores, representa una caracterfstica
que la célula tumaral embrionaria, he-
redd de su célula progenitora corres-
pondiente (no transformada) y no es |a
consecuiencia de una dediferenciacion
de células tumorales durante la expan-
sibn clonal. Hasta el presente no se sa-
be por qué la proteina 5100 se en-
cuentra en un numero de diferentes ti-
pos celulares normales, que abviamen-
te son derivados de diferentes capas
germinales durante el procesoc ontogé-
nica. Kahn (1984), plantea 'a posibili-
dad de que varios tipos celulares con-
teniendo proteina S-100, se originen
de un ancestor comuin y migren a sus
localizaciones definitivas en diferentes
tejidos, durante la embriogénesis. Al-
ternativamente, la presencia de protei-
na S-100 en una variedad limitada de
tipos celulares, puede ser indicativa de
eventos de diferenciacion independien-
tes y paralelos, resultando en la expre-
sidn de esta proteina entre diferentes
tipos celulares.

En vista de que la determinacién de
la proteina S-100, tanto en tejido nor-
mal como neoplésico, es ain incomple-
ta, y como ha sido-identificada en una

serie de tumores no-neurogénicos, sec
debe tomar con extremo cuidado
cuando se utiliza con fines de resolver
un problema diagnostico. Por ejemplo,
se ha sugerido que la determinacion de
esta proteina es Util para el diagnostico
diferencial entre melanoma maligno
ameldnico (tefiido positivamente) y
carcinoma anaplasico y linforma histio-
citico [no tefidos), pero como existe
una relacidn inversa entre la intensidad
de la inmunotincidén para S-100 vy el
contenido en melanima de melanocitos
neoplasicos (Nakajima et al, 1982}, al-
gunos melanomas malignos pudieran
ser mal diagnosticados como Ca. ana-
plasico o sarcoma y viceversa. Por ello
es Util emplear un panel de anticuer-
pos, en este caso contra S-100, vimen-
tina y citoqueratinas.

Vanstapel et al (1985), obtuvieron
dos grupos de anticuerpos monoclona-
les (S 1.61-64, S 16165 y S 1.874)
asf como (82-20 y §2-95), que parecen
ser espec(ficos para protefna S-100 vy
reaccionan con sitios antigénicos co-
munes a ambos isbmeros de la protei-
naS-100 (% y B -sub-unidades). La
importancia que tienen es que son di-
ferentes en el patrdn de marcaje, como
lo demuestra el grafico siguiente:

TEJIDO NERVIOSO S1 §2
Célula de Schwann. . . . .. +
Célulaglial . . ......... (+ (+)
PIEL

Célulade Langerhans . , .. (-} (+
Célula de Histocit. X . ... (=) [+)
Melanocitos . . .. ...... ) ()
Nevus y Melanomas . . . . . 4
TEJ DO LINFOIDE

Cél, Reticulares dendriticas (+)  (+)
Cél. Reticulares interdigi-

tantes .. ............ (-}
CELULAS MESENQUIMATICAS
Adipocitos. . . ... ..... (£} ()

Condrocitos {—)

..........

Debido a los resultados a veces in-
consistentes, obtenidos en estudios in-
munocitoquimicos, utilizando el anti-
suero policlonal 5-100, deben realizar-
se investigaciones detalladas con estos
y otros anticuerpos anti-S-100, con el
fin de documentar con mejor preci-
sién, la distribucién del antfgeno en te-
fido normal y patolégico.

|

ANTIGENO
CARCINOEMBRIONARIO (CEA)

Gold y Freedman (1965}, publica-
-ron los estudios originales sobre CEA
en casos de carcinomas de colon en hu-
manos. Antisueros preparados en co-
nejos contra extractos de Ca del colon,
fueron absorbidos con tejido colonico
normal, obtenido del mismo paciente
durante el acto operatorio. Por dable
difusion en agar gel, fue demastrado
que el adeno-Ca humano que se origina
del epitelio del sistema digestivo, deri-
vado del endodermo (recto, colon, es-
tomago, higado, esdfago y pdancreas)
contenian un antfgeno tumoral comdn
Yy que un antigeno idéntico podfa ser
identificado en embriones narmales
(intestino, pancreas e hfgado), durante
los dos primeros trimestres de gesta-
cién. Debido a que este componente
antigénico fue observado originalmen-
te en cénceres y en tejido embrionario
(intestino}, fue nombrado Antigeno
Carcinoembrionario (CEA) del sistema
digestivo humano y se pensé en que re-
presentaba otro ejemplo de reversion
antigénica. Es posible que el CEA re-
presente un constituyente celular que
es represado (o reprimido) durante ia
diferenciacion y que reaparece en las
células malignas correspondientes me-
diante un proceso de dediferenciacién
derepresiva (de una manera compara-
ble a la que se postuld para los antige-
nos de reaccidn cruzada-embridnico-
de-tumores animales).

El CEA es una glicoprotelna con
P.M aproximado de 200.000 daltons,
Contiene relativamente gran cantidad
de &cido aspartico y glutdmico, serina
y treonina. Se ha determinado una po-
sible secuencia al terminal amino de 29
residuos. Debido asu alto grado de he-
terogenicidad intermolecular y en la
propia molécula de CEA es que se pue-
de explicar muy bien la reactividad an-
tigénica cruzada observada entre CEA
y contituyentes de tejidos distintos al

sistema digestivo derivado del endoder-
mo en adultos,

La presencia de CEA en |a piel ocu-
rre solamente en asociacioén con epite-
lio ecrino y aprocrino, sus secreciones
y neoplasmas. Diversos trabajos se han
hecho que demuestran inmunocitoquf-
micamente |la presencia de CEA en tu-
mores de anexo sudoriparos-ecrings y
apocrinos (Penneys et al,, 1981, 1982)
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y en células malignas de la enfermedad
de Paget cutdnea. Recientemente
{1983} Planas Giron et al, realizaron
un estudio inmunocitoguimico de an-
tigenos oncofetales expresados en tu-
mores benignos de anexos de piel con
diferenciaciéon glandular, cuyos resulta-
dos seran analizados durante la exposi-
cion.

De igual manera se proyectaran los
resultados de la determinacién de CEA
en dos casos de enfermedad de Paget
extramamaria de localizacion vulvar.
La positividad a la determinacion de
CEA en esta interesante enfermedad,
ha contribuido recientemente a una
mejor comprensién de sus aspectos his-
togénicos.

MARCADORES ENDOTELIALES
ANTIGENO RELACIONADO CON
EL FACTOR VIt

Este antfgeno es sintetizado por las
células endateliales vasculares. Es uno
de los tres componentes funcionalmen-
te diferentes del factor VI, una pro-
tefna compleja que estd comprometida
en ei mecanismo intrinseco de {a coa-
gulacién. Se piensa que este antigeno
es un marcador inmunacitoquimico
Util en el reconocimiento de una varie-
dad de vasos reactivos y normales asf
como en lesiones vasculares nevoides y
malignos. Su especificidad es relativa-
mente buena ya gue se encuentra en
células endoteliales {endotelio vascu-
lar) y en megacariocitos.

Los trabajos de Mukaiet al., (1980);
Bell v Flotte (1982} y Burgdorf et al
{1981]), demuestran la localizacion del
antigeno a nive! de neoplasias de natu-
raleza vascular y sus implicaciones his-
togénicas. Se han reportado reciente-
mente tres trabajos donde se demues-
tra la presencia del antigeno en el sar-
coma de Kaposi {forma clasica de la
enfermedad); Burgdorf et al., 1981;
Guarda et al., 1981; Nadji et al., 1981.
Guarda et al v Nadji et al, encontraron
el antigeno relacionado con el factor
Vil en dreas fusiformes, en tanto gue
Burgdorf et al., no pudieron demos-
trarlo en el mismo patrén histoldgico.
En un estudio reciente (Flotte et al.,
1984), determinarons la presencia de
este antigeno en un grupo de 7 pacien-
tes homosexuales jovenes con sarcoma
de Kaposi y sus hallazgos son consis-
tentes con los reportados previamente
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para la forma clésica de la enfermedad.
Los autores apoyan l1a hipbtesis del ori-
gen endotelial tanto de {as células fusi-
formes ¢como del componente vascular
de los tumores,

A pesar de la aparente especificidad
de este antigeno para células endotelia-
les vasculares, atribuida por algunos
autores, Erlandson, R.A. {1984), llama
la atencion que neoplasmas de células
endoteliales pobremente diferenciados
que comprenden muchas angiosarco-
mas, as( como lesiones benignas como
hemangiomas de la infancia, no se ti-
fien. Opina el autor que este antfgeno
no se encuentra en muchas células en-
doteliales neoplésicas.

Recientes estudios con inmunofluo-
rescencia han demostrado que una
eglutinina 1, una lectina extraida de!
Ulex europeus (arbusto de la familia
de las leguminosas} y que reviste espe-
cificamente las células endoteliales hu-
manas en varios tejidos normales, sf ti-
fie areas celulares sélidas indiferencia-
das de angiosarcomas y angiosarcomas
post-mastectomias {Sfndrome de Ste-
wart-Treves) que no son tenidos con el
antisuero contra antrgeno relacionado
con factor VIII {Miettinen, 1983).
Desafortunadamente esta lectina esta
vinculada a algunas células epiteliales,
por tanta no es especifica.

Wilson {(1984) reportd tincion posi-
tiva para factor VIII en carcinomas es-
pinocelulares, tumores con diferencia-
¢ion escamosa y en carcinomas de cé-
lulas renales. Se debe ser muy cuidado-
so con la utilizacionsde fos inmunore-
activos comerciales para ia determina-
cion de este antigeno.

Recientemente, Schlingemann et
al., (1985), describieron un nuevo anti-
cuerpoe monoclonal (PAL-E), especifi-
co para células endoteliales. Se trata de
una 1gG2a, que tife intensamente el
endotelio de capilares, venas de peque-
fio y mediano tamafio, vénulas, en sec-
ciones congeladas de tejido humano y
animal. La tincion con el PAL-E, fue
de tipo difuso y granular, en contraste
con el tipo granuiar dei AR-VIH. No
1ifi® megacariocitos, plaguetas y epite-
lio a diferencia del AR-VIIl y el UEA-I
{lectina de Wlex europeus), los cuales
si tifien estructuras epiteliales. En sin-
tesis, la inmunotincién para PAL-E en
secciones de tejido humana, demostré
ser mucho mds restringida al endotelio

que Il0s otros marcadores conocidos.
Pensamos que su aplicacion en un fu-
turo cercano, en el estudio del sarcoma
de Kaposi y otros angiosarcomas, sera
de gran utilidad.

FILAMENTOS INTERMEDIOS (IF)

Se acepta que virtualimente todas
las células de los mamiferos contienen
filamentos intracelulares de 8-10 nm,
referidos como filamentos interme-
dios. Se les designa como intermedio
porque estan entre los microfilamentos
de 6 nm y los microtidbulos de 25 nm
(o entre filamentos de miosina del
mauasculo estriade de 15 nm). Se ha de-
terminado que los |IF son pol(meros
constituidos por polipéptidos relacio-
nados, que varian en PM entre 40 y
200 kilodaltones {Kd). Un tonofila-
mento simple es indistinguible de cual-
quier otro IF. Ademés de su similitud
morfolbgica, también guardan ciertos
pardmetros bioquimicos y de bios(nte-
sis tales como composicion de aminoéa-
cidos, cantidad de =« -hélix y patron de
difraccion a los Rx,

Hay 5 clases de IF de 8-10 nm, dis-
tinguibles por su reactividad inmuno-
génica, solubilidad, distribucion intra-
celular y composicién de polipéptidos:

1) CITOQUERATINAS: Compuesto
por 2.7 filamentos encontrados en
epitelio queratinizante y no querati-
nizante. Se observan en la mayorfa
de células epiteliales (40-60 Kd).

2) VIMENTINA: Se encuentra en fi-

brebiasios vy célutas endoteliales
{57 Kd).
3) DESMINA: Filamentos encontra-

dos en células de musculo liso y es-
triado (53 Kd).

FILAMENTOS DE AXONES NEU-
RALES O NEUROFILAMENTOQS:
Compueste por polipéptidos for-
mando 3 filamentos, Son polipépti-
dos de 68-120-200 Kd encontrados
en la mayorfa de neuronas.

PROTEINA ACIDA GLIO-FIBRI-
LAR (GFAP): Localizada primaria-
mente en células gliales (55 Kd).

4
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Cada clase de IF esta formado por
un grupo de polipéptidos unicos. Den-
tro de la clase de filamentaos epiteliales,
algunos polipéptidos formadores de fi-
lamentos, son comunes a varios epite-
lios, mientras que otros parecen ser es-
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secificos del tejido (Milstore, 1980).
L'n un refido epitelial dado, tal como la
~pidernis o la uia, cada uno de los po-
|.peptidos formadores de filamentos es
jistinto de otro y no estdn considera-
Jus como precursores. Los 5 sub-gru-
s distintos de IF no son distinguibles
oot ME., excepto cuando los filamen-
<35 (e citogueratina se suman para for-
nat 1os agregados densos y curvilineos
‘mnados tanofilamentgs (Kahn, et al.,
1983). Mall et al, 1982, distinguieron
19 diferentes polipéptidos de citoque-
ratinas.

Las premisas para el uso de anti-
cuerpos policlonales o monoclonales
contra los § tipos de IF, incluyendo
los 19 polipéptidos de citoqueratinas
ronocidos, en la evaluacidn de tumores
numManaos son:

1) Un tipo celular especifico en adul-
to, asi como su descendiente clonal,
incluyendo células neopldsicas, bajo
las condiciones usuates ‘‘in vivo",
contiene sOlo una clase de IF. La
coexpresidn de varios tipos de fila-
mentos es rara, aunque se ha repor-
tado recientemente.

2

La tincidn positiva de un tumor po-
bremente diferenciado con amplia
especificidad para anticuerpo con-
tra citogqueratinas, identifica al tu-
mor COmo un carcinoma, ya que las
otras 4 clases de |F, no se encuen-
tran en verdaderas células epitelia-
les. Se puede deducir como corola-
rig, que lgs sarcemas no ¢ontienen
citoyueratinas (Nagle et al., 19383;
Osborn et al, 1983},

Los patrones de polipéptidos especi-
ficos para citoqueratinas, caracte-
risticas de una célula epitelial dada,
son generalmente retenidos en los
neoplasmas derivados de ellas y en
sus Mt. a distancia, a menudo inde-
pendientemente del grado de dife-
renciacion, De esa forma, diferentes
tejidos epiteliales y sus tumores,
pueden ser identificadas por marca-
je de citogueratinas, utilizando anti-
cuerpos mongclonales {Debus et al,
1984; Moll et al,, 1982, 1983; Os-
born et al,, 1983; Van Muijen et al.,
1984).

Anticuerpos Antivementina y anti-
desmina, son dtiles para la clasifica-
cion de una variedad de sarcomas
de tejido btando. Los sarcomas no

3
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musculares, no contienen desmina.

Las premisas anotadas anteriormen-
te, deben ser tomadas con la debida
cautela, ya que la investigacion de anti-
cuerpos manoeclonales contra querati-
nas, ha adquirido un ritmo inusitado.
Si se revisa la literatura en los tres Glti-
mags anos, el camulo de informacion,
relacionado con este tema es realmente
impresionante,

Los anticuerpas policlonales prepa-
rados contra citoqueratinas epidérmi-
cas, pueden tener diferente inmungre-
actividad que los anticverpos policlo-
nales preparados contra citoqueratinas
de otros tejidos. Aparentemente nin-
gun anticuerpo anticitoqueratina, reac-
ciona con células de origen mesengui-
mdticas o linfoides. Una reaccion de
inmunotincidn negativa con un anti-
cuerpo policlonal anti-CK, no excluye
un origen epitelial de un tipo celular
dado, ya que se puede observar fuerte
reactividad con otro anticuerpo anti-
CK. Kahn et al {1983), encontraron
ogue 13 tumores carcinoides (puimén,
intestino grueso, intestino delgado vy
ovaric), comprobados por ME., expre-
saron inmunotincidn positiva con anti-
cuerpo a citoqueratina del cuerpo de
Mallory. Estos hallazgos ¢onfirman la
presencia de CK en tumores carcinoi-
des, correspondientes a agregados de
IF demostrados por M.E. Estos resul-
tados, asi como aquéllas que demues-
tran la rara co-expresién de CK y vi-
mentina en un tipo celular especifico,
aparantemente condicionarian la pre-
misa namero 1 {sehalada antetiormen-
te) {Camjanov 1983; Nagle et al_, 1983
y Osborne et al, 1983). De alli que
siempre se insista en que se debe usar
mas de un anticuerpo policlonal anti-
CK o hiep una serie de anticuerpos
monoclonales reaccionen para cada ti-
po de filamento con la finalidad de ca-
racterizarlos, debido a que la composi-
citn polipeptidica de estos filamentos
puede diferir en células epiteliales, en
diversos sitios.

PROTEINA BASICA DE LA
MIELINA (MBP)

Se trata de una sustancia que se en-
cuentra en la mielina, un material com-
plejo que estd presente en las células
de Schwann en el SNC y periférico. La
mielina del SNC estd compuesta por
aproximadamente 3090 de MBP. Esta

se compone de una cadena simple de
polipéptidos altamente basica, integra-
da por aproximadamente 170 residuos
de aminodcidos. Segin Uyemura et al
{1977), la MBP observada en el SNC,
puede ser detectada en nervigs perifé-
ricos, estando su mds alta concentra-
cion en los cordones de la médula espi-
nal, En el sistema nervioso periférico,
la mielina es sintetizada por las células
de Schwann. Como sucede con la de-
terminacion de pratefna S-100, la de-
mostracion de estas proternas en es-
tructuras nevoides, benignas y lesiones
malignas, sugieren una relacion entre el
tejido neoplasico y las células de Sch-
wann. La MBP ha sido utilizada como
marcador en el diagnéstico diferencial
de ciertos tumores con patran histalé-
gico fusiforme, donde se sospeche un
probable origen neural. Un ejemplo es
el Schwannoma maligno (aunque raro
en piel), puede presentar problemas de
diagnostico diferencial con otras neo-
plasias can patrén histologico similar
(fibrosarcoma, melanoma maligno de
células fusiformes, etc.). En relacion al
melanoma maligno desmopidsica vy el
melanoma de células fusiformes, es im-
portante recordar que pueden ser dife-
renciados del Schwannoma maligno,
porgue son tumores gue no contienen
MBP, aunque sfi son positivos para in-
munotincion para proteina S-100,

La MBP se ha utilizado para descar-
tar el origen neural de los llamados
‘‘neuronevus’’ (el patran histoldgico
‘‘aparentemente neuroide’’, se debe a
un proceso evolutivo de envejecimien-
to). Los trabhajos de Penngy, Magollén
et al (1984), han demostrado negativi-
dad a la determinacion de MBP. Las
células névicas, aun aquéllas con apa-
riencia neuroide, observadas al M.E.,
tienen hallazgos caracteristicos de me-
lanocitos y no de células de Schwann
(Thorne, et al, 1971).

ANTICUERPOS MONOCLONALES
(AM)

Kohler y Milstein, 1975, estudiaron
la sintesis de anticuerpos producidos
por las células B. Fusionaron células B
de ratones normales con una linea de
celulas de mieloma mahigno de ratdn.
Observaron que las células hibridas fu-
sionadas hablan adquirido la caracte-
ristica de la célula B normal para pro-
ducir grandes cantidades de anticuer-
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AM COMITERA ANTIGENOS DE LEUCOCITOS HUMANDS

P M. oel VN en

Coluta o opdao Anticuerpo
tdentifroado antigeno sangre
{x rml)

H PSRRI TTS 67 72 7%0 Lew 1, Lo d, OKTY, OK Y
IO TI01, 10 2, 347
ot T s s/ Citetoxicas 3243 28-3%0 LeuZy, Leuw 2b, OKTE,

OKT5, TH

Cot. T avudadoras/inductoras 55 45 11%0 Leu 3a, Leu 3b, OKT4, T4
Cil, asociadas at receptor E 40-50 ' 83.5%%0 Leu 5 OKT11,T11,96
-Tirmacitos 45 0%0o OKT6, Leu 6, Na 1734, Thy-1
-Cilulas B 28-32 10-5%/0 BA1,81, HC11A, Leu 10
-Crt. B v Cel. T activada {(monocito/ 28-34 11-49/¢ OK1 al, HLA-DR, 1a’
mact alayo
-Cel no asesinas/asesinas desconacido 15-79%0 Leu 7

2. Monocitos Humanos 90-120 ° 90-10%0 Leu M3, OKM1, Leu M2

(monocitos/macrofagos)

(Mac-12Q), 4F2

pos y de proliferar rapidamente para
formar una !inea celular en continua
expansion,

Para una mejor comprension de la
tecnologia del hibridoma, ver el Grafi-
coNa. 1.

Anticuerpos monaclonales en
fisiologia cutanea normal.

Las célu's< T malignas en la piel, ex-
presan antigeno Thy-1, para células T
inmaduras, receptor de superficie de
membrana (transferrina) y determinan-
tes similares a la, al contrario de las cé-
lulas T circulantes que nolo expresan.
Estos hechos sugieren que la piel es un
sitio de diferenciacion extratimica de
celulas T; en este sentido pueden indu-
cirse cambios fenotipicos en estas célu-
las, tomando posiblemente como sitio
de diferenciacion a la piel,

QUERATINAS Y
QUERATINIZACION EPITELIAL

Se han producido varios A.M. a pro-
teinas de la queratina epidérmica {AE
1, AE 2, AE 3) (Sun et al, 1982, 1984).
De estos estudios se deduce que:

1) La distribucién tisular de queratinas
relacionadas con la epidermis, de-
mostrd que cierta clase de guerati-
nas estaban relacionadas con dife-
tentes tipos de queratingezacion ep
tettal {simiple vs estratificada, quera-
tinizada va no queratinizada).

U DRI EUIL N VYN /O AN

2} Las células epidérmicas cultivadas,
fatlaron en producir las querati-
nas normalmente vistas en la epider-
mis, pero si las producia bajo ciertas
condiciones inductoras de la quera-
tinizacion {medio de cuitivo defi-
ciente en Vit. A e hidrocortisona)
{Eichner, et al., 1982).

3) Las neoplasias queratinizantes tie-
nen queratinas identificables.

UTILIZACION DE A.Ni. EN EL
DIAGNOSTICO DE ALGUNAS
AFECCIONES CUTANEAS

Linfoma Cutdneo de Células T:
{CTCL}: Es una neeplasia de células T
cooperadoras [cel. de Sézary) que
muestra predifeccion por comprometer

la piel. A.M. de linfocitos en pacientes
con CTCL, tanto e¢n sangre periférica,
como en piel, muestran reactividad
con 3AL, OKT3, QKT4, tos cuales de-
finen células T cooperadoras maduras
(Kung et al,, 1981; Haynes et al,
1982; Edelson 1982, Mc Millan, 1985).
Anticuerpos BE1 y BE2 definen antr
genos presentes en células de Sézary,
células infectadas por virus ‘Epstein-
Barr y algunas células T, pero no estan
presentes en linfocitas normales {Ber-
ger 1982, Jegasothy 1984).

Parapsoriasis en Placas: Un numero
determinado de estos pacientes pueden

desarrollar CTCL. Los estudios de Ol-

sen, Jegasothy et al, 1982, con AM.

en infiltrados cutineos en estos pacien-

ANTICUERPOS MONOCLONALES CONTRA OTROS ANTIGENOS

CELULARES

Célula o Tejido identificado P.M. {x mil) Anticuerpo
Antigeno de Cel. Tumorales

L.C.C.T. 27-28 BE1, BE2

Melanoma 65 33
Otros
— Receptor de transferrina

{también en células activadas) 90 5E9, OKT9
— Céluwlas Langerhans desconocido OKT6
— Celutas Basates epidérmicas 120 4F2 W13
— Queratinas 56, 65-67 AE1, AE2Z ALl
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tes, han sugerido gué caracteristicas fe-
notipicas de superficie de células ma-
duras supresoras/citotoxicas (3A1+,
OKT3+ OKT4—, OKTB4, pudieran
indicar un progreso posiblemente be-
nigno. Estos estudios necesitan corro-
boracion.

Infiltrados Linfocitarios Atipicos:
Casos borderline que presentan infil-
trados linfocitarios morfologicamente
atipicos, pudieran ser delimitados me-
diante la utilizacion de A.M. La identi-
ficacién de una proliferacion de una Ii-
nea celular simple, puede sugerir malig-
nidad, en tanto que un infiltrado mix-
to sugiere benignidad.

infiltrados cutdneos en Hansen: La
relacion de células T4/TB en los infil-
trados de pacientes con LL es menor
que la de los pacientes con LT, e iguat-
mente la distribucién topografica de
los linfocitos T. Todo indica que esta
distribucion es importante para obte-
ner una respuesta inmune efectiva.

TUMORES
1) Melanoma.

Existe un nimero de AM. gue
muestra unidn con antigenos de MM
humano, pero la mayoria de estos A.
M. se expresan en otras patologlas tu-
morales, por tanto son algo inespecifi-
cos. No obstante, recientemente se han
descrito A.M. para detectar solamente
antigenos de MM {Yen et al, 1979). La
presencia de un IF (Vimentina) en me-
lanocitos malignos, es otra gula para el
diagndstico de esta neoplasia (Ramae-
kers et al, 1982).

2) EEE.C.

La identificacion de caracteristicas
especificas por medio de A.M. puede
ayudar a diferenciar el E.E.C. de lesio-
nes benignas como el Queratoacanto-
ma (Q.A ). Aunque no existen antige-
nos especificos que pudieran diferen-
ciar E.E,C. de Q.A,, el patrdn de tin-
cion para receptores de transferrina,
pudieran ser de valor diagnéstico. En
efecto los Q.A. muestran !a.tincién ba-
sal tipicamente ¢continua vista en epi-
dermis normal, mientras que el E.E.C.
muestra una transicion brusca, a partir
de la piel normal que rodea al tumor
{Gatter et al, 1984).

3) SIDA mds KAROSI.

Ausencia casi completa de células T
cooperadoras, con aumento CONCOIMi.
tante de células supresoras/citotdxicas

GRAFICO No. 1. TECNICA GENERAL PARA LA PRODUCCION DE A.M,

Inyecciones intraperitoneales

Células esplénicas sensibilizadas {CES) —m———3» Después de un periodo apropiado de sensibi-

~
~

¥

repetidas del antigeno

Ratén

lizacion (8 m ?}

deficientes en hipoxixantina-guanina-fosfaribosil-

transferasa {(HGPR T-asa)

J
=» (CES mds Clone de células de Mieloma M. de Ratén -—>

CES mds CCMR en medic deficiente en nutrien- ~» En este medio mueren:

1) Cel. de mieloma

tes para el crecimiento de CCMR deficientes en

HGPRT-asa

{CCMR)

2) Escasas cel. esplénicas no fusionadas

Polietilenglicol {1}

del hi-

.
'

cuerpo contra el antfgeno especifico con
el cual se inmunizd al ratén iniciaimente.

camente sensibilizadas para elaborar anti

bridoma, tienen incorporadas las caracte-
risticas del DNA de cel. esplénicas especi-

Solamente escasa cantidad de cel.

(7-10 dias)
3) Sobreviven cel. hibridoma que

mento enzimatico por la fusidn de cél,

esplénica,
mas (ELiSA, inmunocitoquimica)

rales, de proliferar.
2} Tienen la replesidn completa de su comple- ——>

1) Tienen capacidad inherente a las cel, tumo-
Estas células vy los AM son identificados por:
2} Ensayos de inmunocabsorcién ligados a enzi-

1} Radioinmunoensayo

.

celular, promoviendo el intercambijo del
contenido nuclear de estes céulas para

1): disminuye la integridad de la membrama
formar hibridoma,
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(Gottlieb et al., 1981; Masur et al,,
1981). Esto se explica por la severa de-
ficiencia inmune que acompana a estos
pacientes.

OTRAS AFECCIONES
1) Sarcoidasis,

Severo aumento de la relacidén de
células ayudadoras/supresoras de 10:1
(VN= 3:1—4:1}). Probable causa de la
lesion pulmonar en estos pacientes y
de la formacion de granulomas (Hunni-
ghade et al., 1981).

2) LES y Esclerosis Mdltiple.

La deficiencia de células supresoras,
conduce probablemente a la sintesis de
autoanticuerpos.
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Esta exposicidon se ocupard de aspectos resaltantes de
los avances en Inmunologia en el altimo afio. Los Dres.
Bianco et al y Soyano presentardn una revision somera so-
bre las inmunodeficiencias {(en especial el sindrome de in-
munodeficiencia adquirida (SIDA) y regulacion de la res-
puesta inmune en humanaos a nivel celular respectivamen-
te.

En 1985 continGa la época de la expansion explosiva
de los canocimientos sobre ta inmunologfa (% (14)(15)(17)
(27)(3)(38) Desde un punto de vista personal alguncs de
los puntos que mds me han llamado la atencidn son (0s si-
guientes:

1) La piel se constituye como un brgano inmunoldgica-
mente activo compieto. No es una simple estacion de
paso para linfocitos mioratorios. Asi, los gqueratinoci-
tos pueden ser células presentadoras. La epidermis pue-
de servir de sitio de maduracién linfocitaria y en ellos
sC piantean interesantes analogias entre el epitelio cuts-
neo y el epitelio timico (anticuerpos monoclonales
muestran que hay heterogeneidad epitelial en el timo
de ratones.( )(9)(33 X3*) Los queratinocitos pueden ac-
tuar sobre el sistema linfoide a distancia y ciertos ant(-
genos HLA pueden ser inducibles en ios queratinocitos
por accidon de ciertas sustancias (v.g, el interferon)(®)
(31), Ademds, !as células epiteliales epidérmicas san ca-
paces de regular la emigracion de las células de Langer-
hans hacia la epidermis. En la destruccion de células
blanco, estas (ltimas no siempre se comportan comop
receptares pasivos. Los queratinocitos pueden ser dafia-
dos poi linfocitos 0 monocitos por mecanismos media-
dos por anticuerpos. No obstante estas células epitelia-
les poseen mecanismos de reparacién de! dafo produci-
do por el compiemento, En suma, considerar al sistema
inmunoldgico como reducido a las células linfoides, 1os
organos linfoides y los productos solubles elaborados
por las células linfoides constituye un concepto que

puede haber tenido un valor diddctico, pero que no co-
rresponde a la realidad. (7 JE)(2)(6) (BN N3*)

2) Continda el interés creciente en los receptores (Ehrlich
redivivo).(32)(3?) Se han estudiado entre otros los alo-

168 - DERMATOLOGIA VENEZOLANA

tipos de receptores para complemento en palimorfonu-
cleares, eritrocitos y otras células, Se encuentra defi-
ciencia de ellps en células de pacientes con Lepra Le-
promatosa. Quizd esto tenga que ver con una disminu-
cién en la capacidad de depuracion de complejos inmu-
nolbgicos circulantes en pacientes con esta afeccion.
()G

Las células endoteliales humanas son capaces (in vitro)
de modular la adherencia y quimiotaxis de los polimor-
fonucleares. He ah{ un nuevo ejemplo de 1a interaccién
de estirpes celulares diferentes.(35)

Las funciones de ciertas poblaciones celulares {v.g. po-
limorfonucleares) pueden estudiarse mediante el efecto
que produce 1a supresion de ciertos receptores. Esta su-
presion se logra por 1a accian de anticuerpos monoclo-
nates dirigidos contra ellos.(*°)(1#)

3) Se han informado hallazgos muy interesantes mediante
et empleo de modelos in-vitro para ¢! sindrome de Che-
diak-Higashi mediante el uso de Iineas de linfocitos B
transformados por virus Epstein-Barr. Se ha creado un
interesante modelgo para enfermedades granulomatosas

.donde se hace posible la interaccion in-vitro de explan-
tes esplénicas con cuentas de litex cubiertas de antfge-

nos granulomatogénicos [v.g. PPD y antigenos solubles
de S. mansoni).C )3 )(*°)

4) Los fagocitos siguen ocupando la atencion de muchas
investigadores.(! Y11 (23 )(20)(21 )(25)(*1) Aparte de lo
ya expuesto en esta revision [vide supra), se ha encon-
trado que si bien los eosindfilos y los neutrdfilos fago-
citan, sus respuestas metabdlicas difieren en dependen-
cia de la particula opsonizada y fagocitada.{*') En es-
tudios sobre la interaccién in-vitro de macréfagos y
monocitos con el T. cruzi, se encuentra que si bien la
fagocitosis es rdpida, la destruccion intraceiular es len-

ta.(®®)

5) Los antigenos microbianos pueden actuar como inmu-
nosupresores. De esta forma, antigenos solubles de
Cryptococcus inhiben la inmunidad celular. Esto sugie-
re una interesante analogia ¢on lo que pudiera ocurrir

et




con ciertas neoplasias malignas.(*) La terapia con anti- 13. Gémez, J., Pohadjar, B., O’Neill, S., Wilkins, J., Greenberg,
cuerpos monoclonales sigue siendo una esperanza. Sin A.H.: Activation of rat and human slveolar macrophages in-
embargo, resultados en el lupus eritematoso murine va- tra(fellular microbicidal activity by a preformed L.G.L. cy-
K . tokine, J. immunalogy. 185: 1194-1199, 1985,

: riaron de acuerdo al modelo experimental empleado.

3 . . . .
(**) 14. ishizaka, K.: Twenty years with IgE: From the identification

. c . . of IgE to regulating factors for the IgE response. J, Immu-
§) Continda .eI énfasis sobre el ESHJFiID dfe'los efectos de'la nology. 135: 1-X, 1985 (Presidential Address).
; luz ultravioleta. Se hace ahora hincapié en el efecto sis-
témico de esta radiacion y las acciones a distancia, de 15. Jordon, R.E., Kawana, 8., Fritz, K.A.: Immunopathologic
sustancias solubles liberadas por los queratinocitos so- me"ha"is"‘ss'“ Pe"”h;gz‘g;’gg E:‘;'B"s“s Pemphigoid. J. Invest
metidos a 1a luz ultravioleta, Deberan establecerse con- Dermatal. 85 (suppll: ' :
diciones precisas de intensidad, extension del campo y 16. Katz, S.1., Cooper, K.D., ljima, M., Tsuchida, J.: The role of
duracidon de la irradiacién para definir bien los efectos. Langerhans cells in antigen presentation. J. Invest. Dermatol .
Queda claro que los efectos de la luz ultravioleta sobre 85 {suppl): 965-98S, 1985.
la respuesta inmun | organismo completo desafian
'(e p. ¥ .,e de l.ga smo z ] di 17. Kirkland, T.N., Fierer, J.: Genetic control of resistance to
cualquier expticacion simplista y no pueden estudiarse Coccidioides inmitis: A single gene that is expressed in spleen
mediante modelos in-vitro sencilios.(6)(**)(%?) cells determines resistance. J. Immunclogy. 135: 548-552,
1985. '
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