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RESUMEN

Para el estudio de 25 pacientes con infecciones recurrentes y un grupo control de
25 individuos supuestamente sanos, se aplico, en nuestro laboratorio, €l método
inmunocitoquimico de fosfatasa alcalina anti-fosfatasa alcalina, para la
cuantificacion de las principales subpoblaciones de linfocitos T identificados con
los anticuerpos monoclonales: anti-CD3, anti-CD4 y anti-CD8. Se obtuvieron
diferencias significativas para las subpoblaciones TCD3 y CD4 positivos
(p < 0,05). Por su bajo costo y rapidez, este método puede aplicarse a otros
laboratorios de inmunodiagndstico del pais.

DeCS TESTS INMUNOLOGICOS/métodos; SUBGRUPOS DE LINFOCITOS
T/inmunologia; ANTICUERPOS MONOCLONALES/inmunologia.

La utilizacion de anticuerpos
monoclonales (AcMo), dirigidos contra
antigenoscelularespermitelacaracterizacion
de las diferentes subpoblaciones linfo-
citarias T auxiliadoras/inductoras y
supresoras/citotoxicas.’* Diversos
métodos deinmunof|uorescenciaeinmuno-
citoquimicos se utilizan parala determina-
cion del fenotipo celular.51°

En nuestro trabajo se evalla la
introduccién del método inmuno-citoquimi-
cofosfatasaa calinaanti-fosfatasaalcalina
modificado, para la cuantificacion de
subpoblaciones linfocitarias T en
paci entes con infecciones recurrentes, en
los cuales se sospecha una posible
inmunodeficienciacelular.

METODOS

Se estudiaron en total 25 pacientes con
infeccionesrecurrentes, 10 del sexofemenino
y 15 del masculino, con un rango de edad de
2 a 36 afos, atendidos en las consultas de
Inmunologiadel Instituto de Hematologiae
Inmunologia.

Como grupo control se utilizaron
muestras de 25 individuos supuestamente
sanos, con caracterigticassimilaresen cuanto
aedady sexo.

Tanto en el grupo control como en los
pacientes se cuantificaron las subpobla-
ciones linfocitarias TCD3, CD4 y CD8,
mediante la utilizacion de un método
inmunocitoquimico de fosfatasa alcalina



anti-fosfatasaa caina(APAAP) modificado
en nuestro laboratorio (tabla 1).

A cada individuo se le extrgjeron 10
mL de sangre periférica en tubos de
heparinay se centrifug6 a1 500 rpm durante
10min, seextrgiolacapablancaquecontiene
los linfocitos y se hicieron extensiones en
[&minas portaobjetos de cristal. El &rea del
frotis a estudiar se delimitd con lapiz con
punta de diamante. Las laminas fueron
fijadas en acetona pura a temperatura
ambiente (TA). Fueron afadidoslosAcMo
especificos para los antigenos a estudiar,
previamente diluidos (1:20) (tabla 1);
posteriormente antisuero de conejo anti-
raton (Linking 6) (1:50) y anticuerpos
conjugados alaenzimafosfatasaalcalina
(complejo APAAP). Seredlizaron lavados
en solucion amortiguadora de tris
hidroximetilaminometano0,5M, pH 7,6 entre
cada uno de los diferentes pasos. Las
laminas fueron procesadas en camara
himeda. Finalmente se llevé a cabo la
coloracion con naftol (200 L), levamisol

5 UL, rojovioleta(1pL)ylacontracoloracion
con hematoxilinadeGill (200mL). Lalectura
se realizé en un microscopio optico
DIALUX 20 EB (Leitz, RFA). Secontaron
100 células por lamina y se considerd
positivo cuando el nimero de células
marcadas esigual o mayor a 20 %.

Parael grupo de pacientesy de control
se realiz6 la media aritmética ( X ) y la
desviacion estandar (DE). Se utiliz6 parael
andlisis estadistico la t de Student para
muestras independientes, con un nivel de
significacion p<0,05.

RESULTADOS

Al comparar los valores entre
pacientes y controles se obtuvieron
diferencias significativas para las subpo-
blaciones TCD3 y CD4 positivos, con
p=0,01y p=0,001, respectivamente. No se
encontraron diferenciassignificativasen el
subtipo TCD8 positivo (tabla 2).

TABLA 1. Panel de anticuerpos monoclonales (AcMo) para el inmunotipaje celular

CD

Dirigidos contra

células T AcMo Fuente

CD3 OKT3 Hospital Clinico de Barcelona, Barcelona, Espana
CD4 OKT4 Filatov, Institute Immunology, Rusia

CD3 OKT8 Filatov, Institute Immunology, Rusia

TABLA 2. Comparacién de los marcadores celulares entre pacientes y controles

Marcador Pacientes Controles P
(X+ DS) (X= DS)

CD3 55,48+ 10,85 61,8+ 4,61 <0,05

CD4 40,92+ 8,30 52,6 = 9,37 <0,05

CDs8 21,84+8,78 23,72+ 5,53 ns

X: Media; DS: desviacién estandar; CD: Clusterde diferenciacién; ns: no significativo.
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DISCUSION

Laintegridad de la respuesta inmune
celular esimportante en ladefensafrentea
las infecciones.5%

Loslinfocitos T desempefian un papel
central en lainmunidad adaptativa, dentro
de éstos los de fenotipo CD4 positivo
estimulan a las células B a secretar
anticuerpos a través de la produccién de
interleucina-4 (IL-4) einterleucina5 (IL-5).%2
Por otra parte, aguellos de fenotipo CD8
positivo realizan funciones citotoxicas,
liberando perforinas y granzimas B;*3 sin
embargo, estarelaci 6n fenotipo-funcidon no
esun dogma, yaque subpoblaciones TCD4
positivas pueden realizar funciones
citotoxicas y las TCD8 positivas producir
ciertas citocinas, fundamentalmente
interleucina-2 (IL-2), queestimulanasuvez
larespuestainmune humoral .4

La cuantificacion de las subpobla-
ciones de células T en pacientes con
infecciones recurrentes es Util para el
diagnéstico de diferentes estados de
inmunodeficienciacdular.

En nuestro estudio, la subpoblacion de
células TCD4 positivas muestra mayor
afectacion en relacion conlas CD8 positivas,

cuando se comparan con & grupo control.
Este grupo de pacientes presentainfecciones
més severas que aguellos cuyas pobl aciones
T estén dentro de limites normales.

Laintroduccién del método inmuno-
citoguimico APAAP demuestra ser (til
para el diagnéstico de las inmuno-
deficiencias y la modificacion de este
realizado en nuestro laboratorio, con uso
del buffy coat, y no de sangre periférica
como se plantea en la técnica original,
permite una mejor visualizacién de las
células marcadas, y por lo tanto, un
menor rango de error, porque se cuentan
en las laminas solo células
mononucl eares.

A diferencia de otros métodos
utilizados en nuestra institucion para
estos fines, % estatécnicapermite llegar
a un diagndstico seguro en un breve
periodo de tiempo, laconservacion delas
l[aminas a TA con fines docentes e
investigativos, y sobre todo, prescinde
del uso del Ficoll parael aislamiento de
células mononucleares. Por su bajo costo
y rapidez, este método puede aplicarse a
otros|aboratorios deinmunodiagnéstico del
pais.

SUMMARY

For the study of 25 patients with recurrent infections and a control group of 25
supposedly healthy individuals, our Laboratory applied the immunocytochemical
method of alkaline phosphatase — anti-alkaline phosphatase for the quantitation

of the main T-lymphocyte subgroups

identified with monoclonal

antibodies.antiCD3, anti-CD4 and anti-CD8. There were significant differences
in positive TCD3 and CD4 subsets (p<0,05). Because this is a low cost and quick
method, it may be applied by other immunodiagnosis labs throughout the country.

Subject headings: IMMUNOLOGIC TESTS/methods; T- LYMPHOCYTE
SUBSETS/immunology, ANTIBODIES, MONOCL ONAL/immunology.
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