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Comparacion de dos métodos para el procesamiento e
inmunotipificacion de muestras hematicas por citometria de
flujo
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La inmunotipificacién es una técnica que involucra el marcaje celular con anticuerpos unidos a un fluorocromo y la
deteccion de éstos por citometria de flujo. Esta técnica permite analizar muestras heterogéneas y caracterizar a las
subpoblaciones celulares, lo cual es de vital importancia en la clinica ya que permite establecer un diagndstico
diferencial, como en el caso de las leucemias en donde el reconocimiento del origen celular afectado (linfocitos B o
T) solo es posible por este medio. Para la buena interpretacion de resultados es muy importante el procesamiento de
la muestra, que implica pasos como la lisis eritrocitaria, el marcaje con anticuerpos de superficie, la fijacién y
permeabilizacion celular y el marcaje de los componentes intracelulares. En el presente trabajo se evalud la
efectividad del procesamiento de sangre periférica de voluntarios sanos utilizando dos métodos. En el primero se
utilizé y siguié el protocolo descrito por un kit comercial y en el segundo un protocolo disefiado a partir de un
analisis de diversos reportes bibliograficos. Se evalud la eficiencia en la separacién de poblaciones celulares, el éxito
en la inmunotipificacion y la pérdida celular. Con base en los datos de la biometria hematica de cada muestra, se
tomé un volumen correspondiente a 500,000 leucocitos por muestra, que consistieron en muestras con anticuerpos y
controles a los cuales se les adiciond PBS en lugar de los anticuerpos. Se utilizé un control y una muestra para cada
método. Se utilizaron anti-TdT-FITC y anti-laminina-PECy5.5 como anticuerpos dirigidos a componentes
intracelulares, y como de superficie anti-CD45-ECD y anti-CD22-PE. Se realiz6 una tinciéon con DAPI-RNAsa para
establecer las distintas fases del ciclo celular. Los datos fueron adquiridos en un citémetro Cytoflex de Beckman
Coulter. Se seleccionaron las poblaciones celulares y los puntos de corte, para cada fluorocromo, en base a los
controles de cada método. Las muestras procesadas con el “kit” presentaron mayor pérdida celular durante el
procesamiento. Adicionalmente, el andlisis por citometria de flujo arrojé una mayor dispersién en las poblaciones
celulares dificultando la correcta identificacién y separacion de la poblacién leucocitaria. Con el protocolo disefiado
se logré una buena distribucién poblacional y la distincién de subpoblaciones celulares por inmunotipificacién siendo
posible la deteccion y cuantificacién de moléculas intracelulares especificas y de interés, como aquellas que permiten
la identificacién de las distintas fases del ciclo celular, dato que posee relevancia clinica. Se concluye que el
protocolo disefiado en el laboratorio presenta menor pérdida celular, conserva mejor la integridad celular y se
inmunotipifican con mayor eficiencia las poblaciones hematoldgicas, esto en comparacion a los resultados obtenidos
con el “kit” de referencia, obteniendo en forma global mejores resultados en la deteccidon de antigenos celulares
superficiales e intracelulares.



