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RESUMEN

Se realiz6 un estudio comparativo entre el método inmunoenzimético que emplea
el complejo fofatasa alcalina-anti fofatasa alcalina (APAAP) y el
ultramicrométodo inmunocitoquimico (UMICIQ) utilizado para la deteccion de
marcadores antigénicos y cuantificacion de subpoblaciones de linfocitos T. Se
estudiaron los antigenos celulares CD3, CD4 y CD8 en 30 individuos adultos
supuestamente sanos. Al compararse |os resultados por ambas técnicas, se
encontraron diferencias estadisticamente significativas para una p < 0,05. Se
concluy6 que ain cuando la eficacia diagnéstica de ambos métodos es similar, €l
APAAP resultdé mas rapido, econdémico y menos laborioso que el UMICIQ, por
lo que se recomienda como el procedimiento de preferencia para estos estudios
celulares.
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Laintegridad de larespuestainmune  determinados marcadores presentes en su

celular es importante en la defensa del
organismo frentealasinfecciones, y dentro
de estas respuestas, desempefian un papel
central los linfocitos humanos, que se
pueden clasificar en dependencia de

superficiecelular.:

Tanto el diagnéstico delashemopatias
malignas como la determinacién de
subpoblaciones linfocitarias en pacientes
con otras enfermedades, se puede redlizar



por inmunofluorescencia directa e
indirecta® y por métodos inmunocito-
guimicos que utilizan anticuerpos
conjugados con enzimas como laperoxidasa
y la fofatasa acalina. En este trabajo se
realiz6 una comparacion entre el
ultramicrométodo inmunocitoquimico
(UMICIQ) previamente introducido en
nuestro laboratorio, y el método de la
fosfatasa alcalina-antifosfatasa alcalina
(APAAP) para la cuantificacién de
subpoblaciones linfocitarias T en sangre
periféricahumana.

METODOS

Se tomaron muestras de sangre
periférica de 30 individuos supuestamente
sanos, 16 hombres y 14 mujeres, que
acudieron al Departamento de Hemoterapia
dd Instituto de Hematol ogiae Inmunol ogia.
El rango de edad oscil 6 entre 23 y 46 afios.

El estudio se realizé tanto por el
UMICIQ como por la técnica APAAPS
Losantigenoscelularesfueron CD3, CD4y
CD8, determinados con anticuerpos
monoclonales donados gentilmente por el
Hospital Clinico deBarcelonay d Ingtituto
delnmunologiaFilatov de Rusia.

UMICIQ

Se extrajeron muestras de sangre
periférica heparinizada y se realizo el
aislamiento de la células mononucleares
segun el método de Boym modificado.'®

La concentracién celular se gjusto a
4Ax10P céuladmL y sedeterminé laviabilidad
(mésdel 95 %) seglin el método deexclusion
contripanazul.

Se emplearon las células no
deshidratadas adheridas electrostética-
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mente alas|&minas portaobjetosde cristal
gue contenian 21 pocillostratados con poli-
L- lisina fijados con vapores de for-
maldehido.

Para detectar la reaccion antigeno
anticuerpo se emplearon anticuerpos
conjugados con peroxidasa, € perdxido de
hidrégeno como sustrato y un agente
cromégeno.®12

APAAP

Se realizaron estudios de sangre
proveniente de puncion digital, en l&mina
porta objetos de cristal. El areadel frotisa
estudiar se delimitd con |&piz con puntade
diamante. Lal&minas sefijaron con acetona
pura. Posteriormente se distribuyé sobre
cada |damina una fraccion purificada de
inmunoglobulina del antisuero de conejo
anti-ratén (Linking) y luego selesafiedio e
complejo APAAP, que consistia en
complejos solubles de fosfatasa acalina-
anti fosfatasa (monoclonal de ratén).
Ademés se utiliz6 como sustrato €l naftol-
AX-MX fosfato y un agente cromégeno. >

Lalecturade ambos métodos serealizéd
en un microscopio 6ptico DIALUX 20EB.
Se contaron @ menos 100 células en cada
[amina.

Se determing lamedia aritméticay la
desviacion estandar para los diferentes
grupos estudiados. Parala comparacién se
empled lat de Student para muestras
pareadas, paraunap < 0,05.1

RESULTADOS

No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entreambos
métodos para ninguno de los marcadores
antigénicos estudiados (tabla).



TABLA. Resultados obtenidos en la comparacion del método
inmunoenzimatico de la fosfatasa alcalina-anti fosfatasa
alcalina (APAAP) con el ultramicrométodo
inmunocitoquimico (UMICIQ).

Variables uMICIlQ APAAP
(%) n=230 n=30

X+ DE X+ DE P
CD3 61,60+536 61,53+4,58 NS
CD4 4413 +3,13 42,73 +3,43 NS
CD8 2413+6,43 24,13+x5,69 NS

X: media aritmética; DE: desviacion estandar; NS: no
significativo, p < 0,05; UMICIQ: ultramicrométodo
inmunocitoquimico; APAAP: método fosfatasa alcalina-anti
fosfatasa alcalina.

El tiempo de procesamiento de las
muestras por €l método APAAPfuede4h,
mientras que por e UMICIQfuede72h.

DISCUSION

Los métodos inmunocitoquimicos
(APAAP Y UMICIQ) se aplican con éxito
en el estudio de las inmunodeficiencias y
en la caracterizacion inmunologica de las
células malignas en pacientes con
leucemias, linfomas y otras enfermedades
hematol 6gicas.?361215 Estos métodos
presentan algunas ventajas sobre los de
inmunofluorescencia, como la posibilidad
devisualizar las células con un microscopio
Opticoy ademas observar simultaneamente
tantolamorfologiacelular comolareaccién
inmunoldgica de sus antigenos con los
anticuerpos especificos.

Latécnica APAAP permiteel inmuno-
fenotipaje celular con las siguientes
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ventgjas. serealizade extendidos de sangre
periférica o medular, por lo que no es
necesario el aislamiento de las células
mononuclearesy €l uso del Ficoll, mientras
gue en e UMICIQ las células mononu-
cleares se obtienen apartir de un gradiente
de Ficoll y se adhieren por atraccion
electrostatica de cargas, a laminas
portaobj etos recubiertos con poli-L-lising,
y esto provoca un mayor tiempo de
gjecucion y costo del sistema de
diagnostico.

El APAAP es maés répido, pues los
resultados seobtienenalas4 hdeextraidas
las muestras, y el UMICIQ es un método
maés largo y laborioso. Por ultimo, en €l
método APAAP se pueden conservar las
[aminas sin procesar, durante largos
periodosdetiempo, lo que permite estudios
retrospectivos; esto no es posible con €
UMICIQ. Tiene la desventaja de que
necesita una ldmina para cada anticuerpo
monoclonal, mientras que con el UMICIQ
se pueden realizar 21 determinaciones en
cadalémina portaobjeto.

Por los resultados alcanzados,
podemos concluir que e método APAAP
es un procedimiento més rapido, menos
laborioso y tan eficaz como e UMICIQ,
aplicable con confiabilidad para la
clasificacion inmunoldgica de los
sindromeslinfoy mieloproliferativos, enla
evaluacion de poblaciones y subpo-
blaciones celulares en nuestro laboratorio,
por lo que pudierahacerse extensivo aotros
centros del pais.

A comparative study was conducted on the immunoenzymatic method based on
the alkaline phosphatase — anti-alkaline phosphatase complex and the
immunocytochemical ultramicromethod used for detecting antigen markers
and for the quantification of T-lymphocyte subsets Cell antigens CD3, CD4 and



CD8 from 30 apparently healthy adults were studied. When comparing the
outcome of both techniques, statistically significant differences were found,
(p< 0,05). It was concluded that although the diagnostic efficiency of both
methods are similar, the alkaline phosphatase — anti-alkaline phosphatase method
is quicker, more economical and less laborious than the immunocytochemical
ultramicromethod, so it is recommended as a procedure of choice for these cell
studies.

Subject headings: ALKALINE PHOSPHATASE; IMMUNOHISTO-
CHEMISTRY /methods; ANTIGENS, CD4/analysis; ANTIGENS, CD3/andlysis;
ANTIGENS, CD8/analysis; T-LYMPHOCYTE SUBSETS/chemistry; T-
LYMPHOCY TE SUBSETS/immunology; T-LYMPHOCY TE SUBSETS/enzyme.
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