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RESUMEN

Se realizé el inmunofenotipaje celular en 30 pacientes con el diagnostico de
sindromes linfo y mieloproliferativos agudos por el método inmunoenzimético
fosfatasa alcalina-antifosfatasa alcalina (APAAP) introducido en nuestro
laboratorio. Los marcadores estudiados fueron: CD3, CD5, CD7, CD10, CD13,
CD15, CD22, CD33, CD34 y CD41 mediante los anticuerpos monoclonales
correspondientes, segun cada caso. De las leucemias agudas, 16 resultaron ser
leucemias linfoides (LLA) (53,3 %) y 12 mieloides (LMA) (40 %). Entre las
LLA, el 50 % fue del fenotipo B y del resto, 1 caso del tipo T (LLA-T) (3,33 %).
Un paciente se diagnostico como leucemia aguda hibrida (LAH) (3,33 %) y el
otro se clasificd como leucemia aguda indiferenciada (LAI) (3,33 %). Se concluye
que el APAAP es un método maés rapido y tan eficaz como otros métodos
enziméaticos para la clasificacion inmunoldégica de los sindromes linfo y
mieloproliferativos.

DeCS. TRASTORNOS LINFOPROLIFERATIVOS; TRASTORNOS MIELO-
PROLIFERATIVOS; TECNICAS PARA INMUNOENZIMAS/métodos;
LEUCEMIA.

El avance méas importante en la
identificacion de poblaciones y subpo-
blacionesdelinfocitoshasido laaplicacion
de anticuerpos monoclonales (AcMo)
especificos para el reconocimiento de
antigenos expresados en la superficie
celular, los cuales corresponden a determi-
nados estadios de diferenciacion o fase de
activacion de estas células.t?

El diagndstico de certeza, pronéstico
y tratamiento de las hemopatias malignas
depende de la correcta clasificacién
inmunol égica, que se realiza precisamente
mediante la identificacion de diferentes
conjuntosde diferenciacion (CD, decluster
of differentiation) y los estudios
citogenético, morfoldgico, citoquimico y
recientemente el estudio molecular.*®



Existen numerosos métodos para la
identificacion y la cuantificacion de las
células que participan en la respuesta
inmune, entre estos podemos mencionar los
métodosinmunocitoquimicos, por gemplo,
€l ultramicrométodo inmunocitoquimico
(UMICIQ), que emplea anticuerpos
conjugados con peroxidasa® y el método
inmunoenzimatico delafosfatasaalcalina-
antifosfatasaal calina(APAAP), queemplea
anticuerpos conjugados a esta enzima’ y
son utilizados en nuestro laboratorio.

Con este método se realiz6 la clasifi-
cacién inmunol6gica de 30 pacientes con
sindromes linfo y mieloproliferativos
agudos, lo cual contribuye a mejorar el
diagndstico, pronéstico y tratamiento de
estos pacientes con hemopatias malignas.

METODOS

Se estudiaron 30 pacientes con
hemopatiasmalignas, 13 del sexo femenino
y 17 del masculino, con un rango de edad
de 2-69 afios, diagnosticados y atendidos
en el Instituto de Hematologia e
Inmunologia. Paralaaplicacién del método
APAAP seredlizaron extendidos de sangre
provenientes de puncién digital y de
meédula 6sea en laminas portaobjetos de
cristdl. El &eadd frotisaestudiar sedelimito
con lapiz con punta de diamante y se
preparé un microtubo para cada AcMo en
ladilucion 1:20. Seestudiaronlossiguientes
antigenoscelulares: CD3, CD5, CD7, CD10,
CD15, CD22, CD33,CD34y CDA41 (tabla)
mediante los AcMo especificos, segin el
caso. Sefijaronlaslaminas en acetonapura
durante 10 min atemperaturaambiente (TA),
después se lavaron en una solucion
amortiguadora de tris hidroximetilamino
metano 0,5 M, pH 7,6. Lasldminaslavadas
se colocaron en unacamarahimeday sele
afadieron 50 pL del AcMo (para cada
monoclonal se utilizé una |&dmina) y se
incubaron durante 30 minaTA. Nuevamente
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se lavaron con la solucién amortiguadora
durante 2 min. Unavez concluido el lavado,
sedistribuy6 sobre cadalaminalafraccién
purificadadeinmunoglobulinadel antisuero
de conegjo-anti-ratén (Linking) y se
incubaron durante 30 min a TA.
Posteriormente se lavaron con el mismo
amortiguador y se les afiadi6 el complgo
APAAP, que consiste en complejos
solubles de fosfatasa alcalina del intestino
de ternero y un AcMo de raton anti-
fosfatasaa calina.

En el momento de utilizar se preparé la
solucién de coloracion reveladora APAAP:
20 L de NAFTOL-AX-MX fosfato; 5uL
de levamisol y una punta de rojo violeta,
queseafadié eincubd durante 25 minenla
oscuridad. Posteriormente se lavaron las
l[&minas con el amortiguador y luego en
agua corriente. Después de concluidos los
lavados, seredizé unacontracoloracion, paralo
cual se distribuy6 sobre cada lamina un
volumen de aproximadamente 200 uL de
hematoxilina de Gill y pasados 8 min, se
enjuagaron con aguacorrientey semontaron
conglicerol.

Se realizo la lectura en microscopio
optico DIALUX 20 EB (Leitz, RFA). Se
contarona menos200 cdulasen cadalamina

RESULTADOS

Serealizé laintroduccion del método
APAAP parad inmunofenotipaje celular de
sindromeslinfoy mieloproliferativosagudos.

De las leucemias agudas estudiadas,
16 resultaron leucemias linfoides (LLA)
(53,33%) y 12 leucemias mieloides (LMA)
(40%). EntrelasLLA, €l 50 % presentaron
e fenotipoB. End resto, en 1 paciente(3,33 %)
los blastos expresaron antigenos de células
T (LLA-T). Un caso fuediagnosticado como
leucemiaagudahibrida(LAH) (3,33 %) con
expresion deantigenoslinfoides Ty mieloi-
desy 1 paciente se clasificd como leucemia
agudaindiferenciada(LAl) (3,33 %) (figura).



TABLA. Panel de anticuerpos monoclonales (AcMo) para el inmunofenotipaje celular

cDb
dirigidos contra
células B AcMo Fuente
CD10 OKB-CALLA Institute of Cancer Research, Londres, Inglaterra
CD19 anti-CD19 Institute of Cancer Research, Londres, Inglaterra
CD22 Leu 14 Hospital Clinico de Barcelona, Barcelona, Espafa
Dirigidos contra
células T
CD3 OKT3 Hospital Clinico de Barcelona, Barcelona, Espafa
CD5 Cris-1 Hospital Clinico de Barcelona,Barcelona, Espafna
CD7 Leu9 Institute of Cancer Research, Londres, Inglaterra
Dirigidos contra
células mieloides
CD13 My7 Hospital Clinico de Barcelona, Barcelona, Espana
CD33 My9 Institute of Cancer Research, Londres, Inglaterra
CD15 Leu21 Filatov Institute of Immunology, Rusia
CD41 943D Hospital Clinico de Barcelona, Barcelona, Espana
Otros
CD34 K3 Greiner Laboratory, Alemania
No. de
pacicntas
15 7 50 %
14
0%
12 H
17+
8 —
G -
_:1 -
) 333% 3%

FIGURA. Distribucién de la
frecuencia relativa de los
pacientes con leucemias
agudas estudiadas por el

método APAAR

LLA-B

LMA LAH Lal

L_# B: Leucemia linfoide aguda tipo B LMA: Leuczmia mighaide aguda
LAl Leueamia agada indiferanciada LLA-T: Leucemia linfaide aguia fipn T

LAl Leucemia aguda hitrida
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DISCUSION

Las preparaciones y extendidos
celulares se pueden tipificar con fines
diagndsticos por métodos inmuno-
citoquimicos, con la participacion de
enzimas fundamental mente fosfatasa
alcalina’®y peroxidasa®*1, y con el empleo
de AcMo que reconocen a los antigenos
celulares. Estos métodos se aplican con
éxito en lacaracterizacion inmunol 6gicade
las células malignas en pacientes con
leucemias y otras enfermedades hemato-
|6gicas. Estas técnicas presentan ventgjas
sobre otros métodos diagndsti cos (inmuno-
fluorescencia indirecta) porque permiten
visualizar las células marcadas através del
microscopio Gptico, la observacién simul-
taneadelamorfologiacelular y lareaccion
inmunol 6gi caantigeno-anticuerpo, ademas
deque brindan laposibilidad de conservar
a 4 °C las preparaciones coloreadas por
largos periodos, sin que se pierdan las
caracteristicas de las células marcadas. El
método APAAP permite también el
inmunofenotipaje con las siguientes
caracteristicas técnicas: se realiza en
extendidos de sangre periféricao medular,
por lo que no es necesario €l uso del Ficoll
para el aislamiento de las células
mononucl eares; es un método rapido, pues
los resultados se obtienen alas 4 horas de
extraidas las muestras; y por Ultimo, en el
método APAAP se pueden conservar las
l[&minassin procesar en congelaciona-20°C
durante largos periodos, 1o que permite

estudios restrospectivos, aunque se
necesita unalémina para cada AcMo.

En el caso de los métodos como €
UMICIQ, se utilizan células no deshi-
dratadas adheridas por atraccion electros-
taticaalasuperficie deldminas portaobjeto
recubiertas con poli-L-lising, por lo que se
requiere del aislamiento de las células
mononucleares con la aplicacién de un
gradiente de Ficoll, lo que provoca un
mayor tiempo de ejecucion y costo del
sistema de diagndstico, las muestras no se
pueden conservar sin procesar y serealizan
21 determinaciones en una misma lamina
con el uso de pequefios volumenes
(ultramicrométodo) de reactivos, pues €l
interésestadirigido arealizar tanto estudios
demarcadoresen lasuperficiecelular como
intranucleares eintracitoplasméti cos.

Por los resultados alcanzados,
podemos concluir que e método APAAP
es un procedimiento rapido y eficaz, es
aplicable con confiabilidad para la
clasificaciéon inmunoldgica de los
sindromes linfo y mieloproliferativos en
nuestro laboratorio y sepuede utilizar enla
evaluacion de poblaciones y subpo-
blaciones celulares en otrasinvestigaciones
biomédicas y otros centros del Sistema
Nacional de Salud, por lo que recomen-
damos su generalizacion a través de la
fabricacion naciona de un juego diagnés-
tico con caracteristicas similares al OPTI-
CIM que comercializa CIMAB SA, pero
basado en el procedimiento descrito en este
trabgjo.

SUMMARY

The cellular immunophenotyping was carried out in 30 patients with the diagnosis
of acute lympho- and myeloproliferative syndromes by the akaline phosphatase-
alkaline antiphosphatase immunoenzimatic method (APAA) introduced in our
laboratory. The CD3, CD5, CD7, CD10; CDI3, CDI5, CD22, CD33 and CD41
markers were studied by using the corresponding monoclonal antibodies, according



to each case. Of the acute leukemias, 16 were lymphoid leukemias (ALL)
(53.3 %) and 12 were myeloid leukemias (AML) (40 %). Among the ALL, 50 %
were phenotype B and of the rest, 1 case was type T (ALL-T) (3.33 %). A
patient was diagnosed acute hybrid leukemia (AHL) (3.33 %) and the other was
classified as acute undifferentiated leukemia (AUL) (3.33 %). It is concluded
that the APAA is faster and as efficient as other enzimatic methods for the
immunologic classification of the lympho- and myeloproliferative syndromes.

Subject headings: LY MPHOPROLIFERATIVE DISORDERS; DISORDERS;
IMMUNOENZYME TECHNIQUES/methods; LEUKEMIA.
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