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Contribucién de la inmunocitoenzimolo-
gia al diagndstico hematolégico.

ta inmunocitoenzimologia (ICE) es una
metodologia cuyo objetivo es detectar di-
versos antigenos y componentes celulares
mediante su reaccién con anticuerpos poli-
clonales o monocionales dirigidos contra
ellos; la unidn antigeno-anticuerpo se vi-
sualiza posteriarmente mediante una reac-
cién enzimatica.

Se trata de una tecnologia en pleno
auge, utilizada con frecuencia creciente en
los laboratorios de Citologia y de Histolo-
gia, gracias a la cada vez mas amplia dispo-
nibilidad de anticuerpos monoclonales.
Surgié como método alternative a Ja inmu-
nofluorescencia; al anticuerpo no se le
acopla un fluorocromo sino un enzima que
al actuar sobre el substrato correspondien-
te, de lugar a un producto final coloreado
visible con el microscopic de luz {1).

Una de las maltiples ventajas de la ICE
es que permite la valoracion simultdnea de
los marcadores inmunoldgicos con un
aceptable detalle morfolagico al que tene-
mos que renunciar con la inmunofluores-
cencia. Permite ademas elaborar [a mues-
tra un cierto tiempo después de su confec-
¢idn, lo que posibilita su envio a laborato-
rios de referencia. Debido a la estabilidad
del marcaje es posible reevafuar la muestra
por distintos observadores. Se facilita tam-
bién el inmunofenotipaje de muestras que
tengan escasa proporcion de células pato-
logicas v se detectan tanto antigenos de su-
perficie coma intracitoplasmicos; algunos
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de estos itimos aparecen precozmente en
fa linea de diferenciacién celular y no se-
rian detectados por inmunofluorescencia.

Hace ya mds de 20 afios se empled con
éxite la peroxidasa de rdbano, inicidndose
con ella la era de la inmunocitohistoquimi-
ca (2}, Otros enzimas, especialmente [a fos-
fatasa alcalina, cuenta con gran ndmero de
adeptos, sobre todo en ef campo de la He-
maiologia, ya que sélo presenta actividad
enzimatica la granulopoyesis neutréfila ma-
dura v es facilmente biogueable por diver-
sas sustancias.

La conjugacion de la fosfatasa alcaiina al
anticuerpo vy la deteccion de la unién anti-
genp-anticuerpo mediante la reaccién en-
zimdtica de la fosfatasa alcalina se conoce
como la fécnica FAATA (fosfatasa alcalina-
antifosfatasa alcalina). La glucosaoxidasa
es otra enzima que goza de gran prestigio,
pues, el no estar presente en células huma-
nas, no precisa de bloqueo enddgeno;
ademas la alcohol resistencia de los reacti-
vOs permite el contraste con la tincion de
May Grinwald-Giemsa, con la que el he-
matdlogo estd tan familiarizado.

Existen mualtiples métodos muy ingenio-
sos encaminados a amplificar la sefial que
indica a unidn antigeno-anticuerpo. Algu-
nas modalidades técnicas utilizan el siste-
ma avidina-bictina, estreptavidina-biotina,
que resultan especialmente adecuadas
para localizar antfgenos presentes en esca-
sa cantidad ¢ deteriorados por las manio-
bras de fijacion o inclusidn {3).

El acoplamianto de particulas de oro co-
loidal a los diversos anticuerpos, aungue



en sentido estricto no sea un método inmu-
noenzimatico, ha alcanzado una enorme
popularidad, va que son técnicas que se
pueden utilizar tanto con microscopio de
luz como con el microscopio electronico
{4). £s posible marcar dos o mds antigenos
distintos al acoplar a los correspondientes
anticuerpos particulas de oro de tamanos
diversos. Aqui también es factible amplifi-
car la reaccion mediante la reduccién de
las particulas de oro con lactato de plata.
Una mayor sofisticacion se consigue al rea-
lizar la técnica del oro coloidal seguida de
una reaccién citoquimica para determinar
la ubicacion de un determinado enzima en
una ¢élula previamente inmunofenotipada
(Fig. 1.

La experiencia ha demostrado que las
técnicas inmunocitologicas  representan
una herramienta de primer orden en el
diagnostico hematoidgico. Vamos a referir
aquellas areas en que tal metodologia ad-
quiere la mdxima relevancia préctica:
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Figura 1

1. Inmunofenotipaje de las ¢élulas blsti-
cas de las leucemias agudas y de los bro-
tes blasticos de [os sindromes mieloproli-
ferativos cronicos y mielodispldsticos,

Cuando no existen estigmas seguros
de diferenciacién mieloide en una célu-
la bidstica come pueden ser los basto-
nes de Auer, las astiltas o una granula-
cidn azurdfila mieloperoxidasa positiva,
conviene praceder el inmunofenotipaje
de la poblacién blastica para determinar
adecuadamente su filiacién. (Fig. 2) Di-
-cha catalogacién puede crear una pro-
blemética en ocasiones insoslayable in-
cluso con la ayuda de técnicas citoqui-
micas; surge sobretodo ante células
blasticas de aspecto muy indiferencia-
do, de citoplasma con intensa apetencia
tintorial baséfita, indicativa de abundan-
cia de ribosomas y, por tanto, de juven-
tud celular. Tal grade de indiferenciacién
blastica es especialmente en los brotes

blisticos precedidos de un sindrome

Linfocito CD8 positivo fmarcaje con oro coloidal) que muestra un grinufo fosfatasa dcida positivo.

tAumenta original X 11.500}.



]
Figura 2
Célula blastica glicoproteina ib/itla positiva. Adviértase también fa positividad plaquetar. {Técnica
FAAFA > 1000).

Figura 3

Extension de sangre periférica en que se advierten tres linfocitos CD8 positives y otro negativo. Técni-
ca FAAFA X 1000).
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mieloproliferativo crénico o mielodis-
plastico. El estudio simultineo con, a ser
posible, dos anticuerpos monoclonales
representativos de cada linea hematopo-
yética, permite la tipificacién en la ma-
yorfa de los casos. Es ademds, el proce-
dimiento iddneo para diagnosticar leu-
cemias hibridas (bifenotipicas o bilinea-
les), conocer expresiones antigénicas
aberrantes —“crazy combinations” en
expresién de Janossy— que confieren a
las Jeucemias un especial mal prondsti-
co o poder precisar, mediante anticuer-
pos dirigidos contra determinados anti-
genos de diferenciacion, ef estadio evo-
iutivo sobre el que incide el fendmeno
maligno (5).

. Inmunofenctipaje de células linfoides.

El inmunofenotipaje de tas células lin-
fomatosas asociado al estudio morfold-
gico convencional afronta el reto taxo-
némico de log linfomas no hodgkinia-
nos. Permite la separacidn entre linfo-
proliferaciones de naturaleza By Ty la
observacion de [a posible expresién mo-
noclonal de las cadenas ligeras (6) (Fig.
3). También se puede precisar de qué
punto de la evolucidn ontogénica arran-
ca el proceso neopldsico v valorar, por
procedimientos mas sensibles que el in-
dice mitdtico, la actividad proliferativa
de la poblacion patoldgica. El empleo
del anticuerpo Ki-67 dirigido contra un
antigeno nuclear resulta especialmente
atil en dicha evaluacién {7},

Como consecuencia de todos_estos
logros, se han revalorizado enormemen-
te las posibilidades diagnéstcas de ia Ci-
tologfa cbtenida por puncién ganglionar
aspirativa {8). La biopsia es insustituible
en cuanto al diagndstico inicial, pero no
seria necesariamente requerida si el co-
nocimiento de la textura nodular o difu-
sa no fuese informacién prioritaria.

En el paciente ya diagnosticada la
puncién, ayudada por la ICE, facilita el
estadiaje, confirma recurrencias o detec-
ta la evolucitn a alguna variedad maés
agresiva. Asi, en opinidn de Liliemark, el
91% de los linfomas no hodgkintanos
pueden ser diagnosticados por citologia
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aspirativa conjugada con la ICE (9).

. Diferenciacién entre linfomas de alto

grado de malignidad y tumores anaplasi-
cos con tropismos para metastatizar los
drganos hematopoyéticos.,

La ICE se utiliza para determinar el ori-
gen de tumores pobremente diferencia-
dos, mediante el use de anticuerpos diri-
gidos contra los diversos filamentos in-
termedios del citoesqueleto (10). La dife-
renciacién entre linfomas polimorfos y
carcinomas anaplasicos es una proble-
matica muchas veces insoslayable con
la morfologia, e incluso con a histologia
convencional. Resulta adecuado traba-
jar con un lote de anticuerpos dirigidos
contra citoqueratinas de diverso peso
molecular, contra el antigeno carci-
noembrionario (CEA), antigeno de mem-
brana de fa célula grasa de fa leche
(EMA), proteina $-100, vimentina, des-
mina, proteina fibrilar glial, neurofila-
mentos y el anticuerpo monoclenal
CD45 o leucocitario comin. En la expe-
riencia de Hales y cols. {10}, nada me-
nos que el 56% de los tumores anaplds-
ticos se clasificaron incorrectamente en
base a meros criterios morfolGgicos, res-
catando del grupo de los “carcinomas”
casos correspondientes a linfomas de
alto grado de malignidad y a melanomas
con el consiguiente cambio en la actitud
terapéutica. A tituio de ejemplo, citemos
un paciente afecto de rabdomiosarcoma
cuyas céiulas biasticas indujeron al diag-
néstico de linfoma anaplasico Ki-l positi-
vo que, al sufrir un avance con afecta-
cién de iz médula dsea y moderado
pasoc hemoperiférico, ofrecié un cuadro
clinicocitolégico compatible con una
leucosis aguda (11) (Fig. 4).

. Diferenciacion entre ieucosis aguda y tu-

mores de células pequeRas v redondas
de fa infancia. .

Ante todas blastosis medular infantil
de aspecto indiferenciado, que se acom-
pafe en sangre periférica de un sindro-
me leucoeritrobldstico en ausencia de
biastosis valorable, es obligado estudiar
la inmunoreactividad de las células bls-



Figura 4
Células anti-desmina positivas en un caso de rabdomiosarcoma. (Técnica FAAFA X 1000).

-

Fr'gura 5
Células mielomatosas kappa positivas en un corte histolgico medular. (Técnica de la inmunoperoxi-
dasa X 250).
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ticas frente al anticuerpo dirigido contra
el antigene leucocitario coman (CD45).
En caso de negatividad, se debe proce-
der inmediatamente al estudio de los fi-
lamentos intermedios, empezando con
los dirigidos contra los neurofilamentos,
a fin de descubrir un posible neuroblas-
toma. En los adultos, las metastasis me-
dufares masivas de determinado tipo de
neoplasia pulmonar pueden igualmente
simufar una infiltracidn leucémica (12).

. Ayuda a la ICE en el estudio de las dis-
crasias plasmocelulares.

La monoclonalidad de una gamapatia
no sdlo puede demostrarse bioquimica-
mente, sino también mediante ICE. (Fig.
5) En base a las modernas consideracic-
nes bioldgicas del plasmocitoma, diver-
s0s investigadores se han esforzado en
la identificacién de células linfoides pre-
cursoras de la celularidad plasmatica, no
sélo en la medula dsea sino también en
la sangre circulante. La expresién de de-
terminados antigenos en la célula plas-
matica, como el de la leucemia aguda

Figura 6

finfoblastica comun {(CALLA o CD10),
que sucle tener correspondencia morfo-
logica con el tipo piasmoblastico, com-
porta un prondstice peyorativo (13). Asi-
mismo, auguran un curso muy desfavo-
rable expresiones aberrantes de antige-
nos mielemonociticos ¢ de antigenos T.
Una elevada reactividad con el anticuer-
po Ki-67 detecta tedas las células en
fase de sintesis y guarda muy buena co-
rrelacién con el indice de marcaje con ti-
midina titriada. La simplicidad técnica
de esta reaccion ICE y su inocuidad al
no usar radicisdtopos resulta evidente,
Porcentajes elevados de ¢élulas plasma-
ticas Ki-67 positivas se observan en plas-
mocitomas especialmente agresivos (14)
(Fig. 6).

. ldentificacion de precursores megaca-

riociticos muy inmaduros (promegaca-
nocitos).

Es a partir del empleo de los anticuer-
pos monoclonales dirigidos contra las
glicoproteinas de superficie de la serie
megacariociticaplaguetar (glicoproteina

Célula plasmdtica Ki-67 positiva en un mieloma. (Técnica FAAFA X 500).

100



Figura 7

Microformas megacariociticas de apariencia linfoide en un frotis medular de un sindrome mielodis-

pldstico. (Técnica FAAFA x 500).

la, lb-llta v Ib), en que ha sido posible
identificar con seguridad a nivel dptico
precursores megacariociticos sin tener
que ser tributario de la citoquimica ul-
tragstructural. Consecuentemente, se ha
podide individualizar entre el grupo de
ias leucemias mieloides la forma a mega-
carioblastos, que en la clasificacion FAB
ha recibido la designacién de M7. Asi-

mismo, en diversos sindromes mielodis- -

plasticos v mieloproliferativos crénicos
se ohservan agudizaciones promegaca-
riobldsticas o micromegacariocitos cir-
culares, que al menos experto pueden
inducir a confusion con elementos de
hibito linfoide (Fig. 7). Con la técnica de
la FAAFA, se facilita asimismo la visuali-
zacién de microfermas del sistema me-
gacariocitico que pasan ficiimente inad-
vertidas entre una abundante celulari-
dad medular {15). La existencia de una
doble poblacién plaguetar, una CD41 o
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CDe61 positiva v la otra negativa, se cons-
tituye en un importante signo dismorfico
propio de situaciones mielodispldsticas
(16).

" Deteccion de micrometastasis neoplasi-

cas en grganos hematopoyéticos.

Cuando las células metastasicas epite-
liales se constituyen en extensas placas
en rmedio de una celularidad hematopo-
yética global escasa, su reconocimiento
resulta facil, pero pueden pasar inadver-
tidas cuando se trata de metastasis de
células aisladas que se entremezclan
con una abundante celularidad hemo-
poyética.

Con la aplicacion de ios anticuerpos
antifilamentos intermedios y debido a
que ia célula tumoral continta expresan-
do el mismo filamento intermedio gue la
célula de origen, se dispone de un buen
método para localizar las células patolé-



gicas y para establecer su filogenia (17). mMocitos gue presentan inmunoreactivi-

Cuando exista la sospecha de metastati- dad frente a diversas citoqueratinas y
zacién medular, sobretodo en neopla- siendo frecuente fa plasmacitosis reacti-
sias con gran tropismo para metastatizar vas en procesos neopldsicos, s¢ com-
en la médula dsea, como por ejemplo prende que la interpretacién de células
en los carcinomas de mama o prostata y aisladas citoqueratina positivas deba ser
no se confirma por los criterios citolége- cautelosa.

cos o histolégicos convencionales, se Sirva este ejemplo de botdn de mues-
debe apelar a la ICE con anticuerpos an- tra de que toda metodologia, y la ICE no
tifilamentos intermedios, ya que se cifra escapa a la regla, tiene sus limitaciones
que su frecuencia de deteccién en la pero ello no resta interés si la valoracién
méduia dseo aumenta en casi un 30% se hace en un contexto de equilibric va-
(18). lorativo v de conocimiento clinico-cito-

Sin embargo, con la ICE pueden darse l6gico.

reacciones cruzadas y asi existen plas-
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