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Contribución de la inmunocitoenzimolo- 
gía al diagnóstico hematológico. 

La inmunocitoenzimología (ICE) es una 
tnetodología cuyo objetivo es detectar di- 
versos antígenos y componentes celulares 
mediante su reacción con anticuerpos poli- 
clonaies o monoclonales dirigidos contra 
ellos; la unión antígeno-anticuerpo se vi- 
sualiza posteriormente mediante una reac- 
ción enzimática. 

Se trata de una tecnología en pleno 
auge, utilizada con frecuencia creciente en 
los laboratorios de Citología y de Histolo- 
gía, gracias a la cada vez más amplia dispo- 
nibilidad de anticuerpos monoclonales. 
Suraió corno método alternativo a la inmu- u 

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 microscopio de luz (1) .  

Una de las múltiples ventajas de la ICE 
es que permite la valoración simultánea de 
los marcadores inmunológicos con un 
aceptable detalle morfológico al que tene- 
mos que renunciar con la inmunofluores- 
cencia. Permite además elaborar la mues- 
tra un cierto tiempo después de su confec- 
ción, lo que posibilita su envío a laborato- 
rios de referencia. Debido a la estabilidad 
del marcaje es posible reevaluar la muestra 
por distintos observadores. Se facilita tam- 
bién el inmunofenotipaje de muestras que 
tengan escasa proporción de células pato- 
lógicas y se detectan tanto antígenos de su- 
perficie como intracitoplásmicos; algunos 

de estos últimos aparecen precozmente eti 
la línea de diferenciación celular y no se- 
rían detectados por inmunofluorescencia. 

Hace ya más de 20 años se empleó con 
éxito la peroxidasa de rábano, iniciándose 
con ella la era de la inmunocitohistoquími- 
ca (2). Otros enzimas, especialmente la fos- 
fatasa alcalina, cuenta con gran número de 
adeptos, sobre todo en el campo de la He- 
matología, ya que sólo presenta actividad 
enzimática la granulopoyesis neutrófila ma- 
dura y es fácilmente bloqueable por diver- 
sas sustancias. 

La conjugación de la fosfatasa alcalitia al 
anticuerpo y la detección de la unión antí- 
geno-anticuerpo mediante la reacción en- 
zimática de la fosfatasa alcalina se conoce 
como la técnica FAAFA (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 endógeno; 
además la alcohol resistencia de los reacti- 
vos permite el contraste con la tinción de 
May Grünwald-Giemsa, con la que el he- 
matólogo está tan familiarizado. 

Existen múltiples métodos muy ingetiio- 
sos encaminados a amplificar la señal que 
indica la unión antígeno-anticuerpo. Algu- 
nas modalidades técnicas utilizan el siste- 
ma avidina-biotina, estreptavidina-biotina, 
que resultan especialmente adecuadas 
para localizar antígenos presentes en esca- 
sa cantidad o deteriorados por las manio- 
bras de fijación o inclusión (3). 

El acoplamiento de partículas de oro co- 
loidal a los diversos anticuerpos, aunque 



en sentido estricto no sea un método inmu- 
noenzimático, ha alcanzado una enorme 
popularidad, ya que son técnicas que se 
pueden utilizar tanto con microscopio de 
luz como con el microscopio electrónico 
(4). Es posible marcar dos o más antígenos 
distintos al acoplar a los correspondientes 
anticuerpos partículas de oro de tamaños 
diversos. Aquí también es factible amplifi- 
car la reacción mediante la reducción de 
las partículas de oro con lactato de plata. 
Una mayor sofisticación se consigue al rea- 
lizar la técnica del oro coloidal seguida de 
utia reacción citoquímica para determinar 
la ubicación de un determinado enzima en 
utia célula previamente inmunofenotipada 
(Fig. 1). 

La experiencia ha demostrado que las 
técnicas inmunocitológicas representan 
una herramienta de primer orden en el 
diagnóstico hematológico. Vamos a referir 
aquellas áreas en que tal metodología ad- 
quiere la máxima relevancia práctica: 

1 .  inmunofenotipaje de las células blásti- 
cas de las leucemias agudas y de los bro- 
tes blásticos de los síndromes rriieloproli- 
ferativos crónicos y mielodisplásticos. 

Cuando 110 existen estigmas seguros 
de diferenciación mieloide eti una célu- 
la blástica como pueden ser los basto- 
nes de Auer, las astillas o una granula- 
ción azurófila mieloperoxidasa positiva, 
conviene proceder el inmunofenotipaje 
de la población blástica para determinar 
adecuadamente su filiación. (Fig. 2) Di- 
cha catalogación puede crear una pro- 
blemática en ocasiones insoslayable iii- 
cluso con la ayuda de técnicas citoquí- 
micas; surge sobretodo ante células 
blásticas de aspecto muy indiferencia- 
do, de citoplasma con intensa apetencia 
tintorial basófila, indicativa de abundati- 
cia de ribosomas y, por tanto, de juven- 
tud celular. Tal grado de indiferenciacibn 
blástica es especialmente en los brotes 
blásticos precedidos de un síndrome 

Figura 1 
Linfocito CD8 positivo (marcaje con oro coloidal) que muestra un gránulo fosfatasa ácida positivo 
(Aumento original X 11.500). 



Figura 2 
Célula blástica glicoproteina Ilb/l l la positiva. Adviértase también la positividad plaquetar. (Técnica 
FAAFA X 1000). 

Figura 3 
Extensión de sangre periférica en que se advierten tres linfocitos CD8 positivos y otro negativo. Técni- 
ca FAAFA x 1000). 
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mielo~roliferativo crónico o mielodis- aspirativa conjugada con la ICE (9) .  
plástiio. El estudio simultáneo con, a ser 
posible, dos anticuerpos monoclonales 3 
representativos de cada línea hematopo- 
yética, permite la tipificación en la ma- 
yoría de los casos. Es además, el proce- 
dimiento idóneo para diagnosticar leu- 
cemias híbridas (bifenotípicas o bilinea- 
les), conocer expresiones antigénicas 
aberrantes -"crazy combinations" en 
expresión de Janossy- que confieren a 
las leucemias un especial mal pronósti- 
co o poder precisar, mediante anticuer- 
pos dirigidos contra determinados antí- 
genos de diferenciación, el estadío evo- 
lutivo sobre el que incide el fenómeno 
maligno (5). 

2 .  Inmutiofenotipaje de células linfoides. 
El inmunofenotipaje de las células lin- 

fomatosas asociado al estudio morfoló- 
gico convencional afronta el reto taxo- 
nómico de los linfomas no hodgkinia- 
nos. Permite la separación entre linfo- 
proliferaciones de naturaleza B y T y la 
observación de la ~os ib le  ex~resión mo- 
noclonal de las cadenas ligbras (6) (Fig. 
3). También se puede precisar de qué 
punto de la evolución ontogénica arran- 
ca el proceso neoplásico y valorar, por 
procedimientos más sensibles que el ín- 
dice mitótico, la actividad proliferativa 
de la población patológica. El empleo 
del anticuerpo Ki-67 dirigido contra un 
antígeno nuclear resulta especialmente 
útil en dicha evaluación (7). 

Como consecuencia de todos -estos 
logros, se han revalorizado enormemen- 
te las posibilidades diagnósticas de la Ci- 
tología obtenida por punción ganglionar 
aspirativa (8). La biopsia es insustituible 
en cuanto al diagnóstico inicial, pero no 
sería necesariamente requerida si el co- 
nocimiento de la textura nodular o difu- 4. 
sa no fuese información prioritaria. 

En el paciente ya diagnosticada la 
punción, ayudada por la ICE, facilita el 
estadiaje, confirma recurrencias o detec- 
ta la evolución a alguna variedad más 
agresiva. Así, en opinión de Liliemark, el 
91 % de los linfomas no hodgkinianos 
pueden ser diagnosticados por citología 

Diferenciación entre linfomas de alto 
grado de malignidad y tumores anaplási- 
cos con tropismos para metastatizar los 
órganos hematopoyéticos. 

La ICE se utiliza para determinar el ori- 
gen de tumores pobremente diferencia- 
dos, mediante el uso de anticuerpos diri- 
gidos contra los diversos filamentos in- 
termedios del citoesqueleto (10). La dife- 
renciación entre linfomas polimorfos y 
carcinomas anaplásicos es una proble- 
mática muchas veces insoslayable coti 
la morfología, e incluso con la histología 
convencional. Resulta adecuado traba- 
jar con un lote de anticuerpos dirigidos 
contra citoqueratinas de diverso peso 
molecular, contra el antígetio carei- 
noembrionario (CEA), antígeno de mem- 
brana de la célula grasa de la leche 
(EMA), proteína S-100, vimentina, des- 
mina, proteína fibrilar glial, neuroíila- 
mentos y el anticuerpo monoclonal 
CD45 o leucocitario común. En la expe- 
riencia de Hales y cols. (lo), nada me- 
nos que el 56% de los tumores anaplás- 
ticos se clasificaron incorrectamente eti 
base a meros criterios morfológicos, 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 título de ejemplo, citemos 
un paciente afecto de rabdomiosarcoma 
cuyas células blásticas indujeron al diag- 
nóstico de linfoma anaplásico Ki-l positi- 
vo que, al sufrir un avance con afecta- 
ción de la médula ósea y moderado 
paso hemoperiférico, ofreció un cuadro 
clínicocitológico compatible con una 
leucosis aguda (11 ) (Fig. 4). 

Diferenciación entre leucosis aguda y tu- 
mores de células pequeñas y redondas 
de la infancia. 

Ante todas blastosis medular infantil 
de aspecto indiferenciado, que se aconi- 
pañe en sangre periférica de un síndro- 
me leucoeritroblástico en ausencia de 
blastosis valorable, es obligado estudiar 
la inmunoreactividad de las células blás- 



Figura 4 
Células anti-desmina positivas en un caso de rabdom~osarcoma. (Técnica FAAFA x 1000). 

~e lu l as  rnielomatosas kappa positivas en un corte histológico rnedular. (Técnica de la inmunoperoxi- 
dasa x 250). 
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ticas frente al anticuerpo dirigido contra 
el antígeno leucocitario común (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 metástasis me- 
dulares masivas de determinado tipo de 
neoplasia pulmonar pueden igualmente 
simular una infiltración leucémica (12). 

5. Ayuda a la ICE en el estudio de las dis- 
crasia~ plasmocelulares. 

La monoclonalidad de una gamapatía 
no sólo puede demostrarse bioquímica- 
mente, sino también mediante ICE. (Fig. 
5) En base a las modernas consideracio- 
nes biológicas del plasmocitoma, diver- 
sos investigadores se han esforzado en 
la identificación de células linfoides pre- 
cursoras de la celularidad plasmática, no 
sólo en la medula ósea sino también en 
la sangre circulante. La expresión de de- 
terminados antígenos en la célula plas- 
mática, como el ,de la leucemia aguda 

linfoblástica común (CALLA o CDIO), 
que suele tener correspondencia morfo- 
lógica con el tipo plasmoblástico, corn- 
porta un pronóstico peyorativo (13). Asi- 
mismo, auguran un curso muy desfavo- 
rable expresiones aberrantes de antíge- 
nos mielomonocíticos o de antígenos T. 
Una elevada reactividad con el antieuer- 
po Ki-67 detecta todas las células en 
fase de síntesis y guarda muy buena es- 
rrelación con el índice de marcaje coi1 ti- 
midina titriada. La simplicidad técnica 
de esta reacción ICE y su inocuidad al 
no usar radioisótopos resulta evidente. 
Porcentajes elevados de células plasr~~á- 
ticas Ki-67 positivas se observan en plas- 
mocitomas especialmente agresivos (14) 
(Fig. 6). 

6. Identificación de precursores megaca- 
riocíticos muy inmaduros (promegaca- 
riocitos). 

Es a partir del empleo de los anticuer- 
pos monoclonales dirigidos contra las 
glicoproteínas de superficie de la serie 
megacariocíticaplaquetar (glicoproteína 

Figura 6 
Célula plasmática Ki-67 positiva en un mieloma. (Técnica FAAFA X 500) 



Figura 7 
Microformas megacariocíticas de apariencia linfoide en un iiotis medular de un síndrome mielodis- 
plástico. (Técnica FAAFA X 500). 

Illa, Ilb-llla y lb), en que ha sido posible 
identificar con seguridad a nivel óptico 
precursores megacariocíticos sin tener 
que ser tributario de la citoquímica ul- 
traestructural. Consecuentemente, se ha 
podido individualizar entre el grupo de 
las leucemias mieloides la forma a mega- 
carioblastos, que en la clasificación FAB 
ha recibido la designación de M7. Asi- 
mismo, en diversos síndromes mielodis- 
plásticos y mieloproliferativos crónicos 
se observan agudizaciones promegaca- 
rioblásticas o micromegacariocitos cir- 
culares, que al menos experto pueden 
inducir a confusión con elementos de 
hábito linfoide (Fig. 7). Con la técnica de 
la FAAFA, se facilita asimismo la visuali- 
zación de microformas del sistema me- 
gacariocítico que pasan fácilmente inad- 
vertidas entre una abundante celulari- 
dad medular (15). La existencia de una 
doble población plaquetar, una CD41 o 

CD61 positiva y la otra negativa, se cons- 
tituye en un importante signo dismórfico 
propio de situaciones mielodisplásticas 
(16). 

7. Detección de micrometástasis neoplási- 
cas en órganos hematopoyéticos. 

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

Con la aplicación de los anticuerpos 
antifilamentos intermedios y debido a 
que la célula tumoral continúa expresan- 
do el mismo filamento intermedio que la 
célula de origen, se dispone de un buen 
método para localizar las células patoló- 



gicas y para establecer su filogenia (17). 
Cuando exista la sospecha de metastati- 
zación medular, sobretodo en neopla- 
sias con gran tropismo para metastatizar 
en la médula ósea, como por ejemplo 
en los carcinomas de mama o próstata y 
no se confirma por los criterios citológi- 
cos o histológicos convencionales, se 
debe apelar a la ICE con anticuerpos an- 
tifilamentos intermedios, ya que se cifra 
que su frecuencia de detección en la 
médula óseo aumenta en casi un 30°/o 
(18). 

Sin embargo, con la ICE pueden darse 
reacciones cruzadas y así existen plas- 

mocitos que presentan inmunoreactivi- 
dad frente a diversas citoqueratinas y 
siendo frecuente la plasmocitosis reacti- 
vas en procesos neoplásicos, se cstn- 
prende que la interpretación de células 
aisladas citoqueratina positivas deba ser 
cautelosa. 

Sirva este ejemplo de botón de mues- 
tra de que toda metodología, y la ICE no 
escapa a la regla, tiene sus limitaciones 
pero ello no resta interés si la valoración 
se hace en un contexto de equilibrio va- 
lorativo y de conocimiento clínico-cito- 
lógico. 
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