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RESUMEN

La Glicoproteina P (Gp-P) es una proteina
transmembranaria con funcidn transportadora, que
tiene por mision expeler xenobioticos lipofilicos. Esta
glicoproteina tiene una distribucion especifica y unos
niveles de expresion variables en las células sanguineas
humanas en cargadas de la defensa en el organismo.
El objetivo de este trabajo fue comparar y establecer si
son reproducibles los resultados obtenidos por dos
laboratorios distintos en la valoracion de la expresion
de glicoproteina P (Gp-P) en muestras celulares con
baja expresion de esta glicoproteina, como es el caso
de las células de sangre periférica. Se valoraron las
subpoblaciones celulares de ciento veinticinco (125)
muestras de sangre periférica de individuos sanos por
citometria de flujo e inmunofluorescencia directa,
utilizando el anticuerpo monoclonal JSB-1 conjugado
con isotiocianato de fluoresceina (FITC), en dos
citometros de flujo de la misma marca y modelo,
situados en dos laboratorios diferentes: Departamento
de Anatomia Patolégica, Facultad de Medicina,
Universidad de Granada y Centro de Transfusion
Sanguinea de Granada, Espafia. Los resultados
demostraron qu la mejor correlacion estadistica del
porcentaje de Positividad (% POS) fue observada en
los linfocitos (r=0.93), mientras que para la
Incorporacion Media de Fluorescencia Especifica
(IMFE) se observo en los granulocitos (r=0.94). Los
resultados obtenidos con la metodologia empleada en
la determinacion de la Gp-P por citometria de flujo e
inmunofluorescencia directa, permiten concluir que
es una técnica reproducible y fiable para la evaluacion
del fenomeno de Resistencia Multiple a Drogas (MDR)
en las subpoblaciones celulares normales de sangre
periférica.

ABSTRACT

P glycoprotein is a transmembrane transporting
protein that expells lipophilic compounds. It has a
specific distribution and variable level of expression
in defense blood cells. The aim of this research was to
compare and establish if the results obtained by two
different laboratories in assessing the expression of P-
Gp in human blood cells are reproducible using flow
cytometry and direct immunofluorescence. Blood
samples of one hundred twenty five (125) healthy
people were evaluated using flow cytometry and direct
inmunofluorescence, with JSB-1 monoclonal antibody
conjugated with fluorescein isotiociante (FITC), in two
identical flow cytometers located the first in the
Department of Anatomia Patoldgica, Facultad de
Medicina, Universidad de Granada, and the second in
Centro de Transfusion Sanguinea de Granada, Espafia.
The best statistical correlation was observed for %POS
in the lymphocytes subset (r=0.93) and the best Mean
Specific Fluorescence Intake (MSFI) was observed in
the granulocytes subset (r=0.94). The results obtained
using flow cytometry and direct inmunofluoresce has
showed that the method is reliable and reproducible to
evaluate the Multiple Drug Resistance (MDR)
phenomenon in normal peripheral blood cell
subpopulations.
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INTRODUCCION

La Glicoproteina P (Gp-P) es una proteina
transmembrana con funcidén transportadora
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dependiente de energia, que tiene por mision expeler
xenobidticos lipofilicos del interior de las células
disminuyendo su concentracion y evitando que
alcance la diana celular. La Gp-P responsable del
fenémeno MDR en las células neoplasicas, también se
ha identificado en tejidos normales como corteza
suprarrenal, tabulo contorneado proximal renal, en
precursores linfoides de médula dsea y en linfocitos
de sangre periférica, donde se ha detectado ARNm del
gen MDR1 aunque en baja expresion (Noonan et al,
1990).

La diversidad de métodos y técnicas disponibles
para abordar el estudio del fendmeno MDR ha
propiciado una gran variabilidad en los resultados,
tanto inter como intralaboratorio, y ha puesto de
manifiesto la necesidad de establecer unas lineas
maestras para la deteccion de la Gp-P y del ARNm del
gen MDR1 que permitan obtener resultados mas
reproducibles. Asi, en la reunion de especialistas en el
estudio del fendémeno MDR, celebrada en Memphis
en 1994 (Beck et al, 1996), se alcanzaron una serie de
conclusiones de consenso preliminares para establecer
la estandarizacion de los métodos de estudio del
fenémeno de multirresistencia a farmacos, especial-
mente para la determinacion del genotipo (MDR1) y
del fenotipo (Gp-P) en muestras clinicas. Estudios
multicéntricos posteriores han demostrado la elevada
variabilidad que existe en los resultados de la
evaluacion del fenotipo MDR ligado a Gp-P en las
muestras y recomiendan realizar la estandarizacion de
los ensayos mediante la aplicacion de las conclusiones
de consenso establecidas por Beck y colaboradores
(Chevillard et al, 1997). En 1997 Beck y Grogan,
desarrollaron con mayor detenimiento las
recomendaciones resefiadas de Memphis y abrieron
el camino a nuevas reuniones para el estudio del
fendémeno MDR vy la estandarizacion de su evaluacion
(Beck y Grogan, 1997).

OBIJETIVO

El objetivo de este trabajo fue comparar y establecer
si son reproducibles los resultados obtenidos por dos
laboratorios distintos en la valoracion de la expresion
de la Gp-P en muestras celulares con baja expresion de
esta glicoproteina, como es el caso de las células
sanguineas de sangre periférica de individuos sanos,
utilizando para ello la citometria de flujo e
inmunofluorescencia directa.

PACIENTES Y METODOS

Muestras Sanguineas

Las muestras sanguineas de los individuos sanos
se obtuvieron de los donantes de sangre que
asistieron al Centro Regional de Transfusion Sanguinea
de Granada, tras consentimiento obtenido para
participar en el estudio. La media de la edad de los
donantes estudiados fue 32,36 + 11,02 afios,
predominando los sujetos comprendidos entre los 18
y 35 afios (69.35%). La edad minima fue 18 y la maxima
65 afios. En cuanto a la distribucion por géneros, un
total de 81 (64,80%) correspondian a hombres y 44
(35,2%) a mujeres. En todos los casos, se realizo la
determinacion de los niveles de Gp-P en las células
nucleadas por inmunofluorescencia directa, mediante
citometria de flujo.

Lineas Celulares

En la deteccion de la Glicoproteina P se utiliz6 como
control positivo la linea celular de Fibroblastos de
raton, NIH-3T3-G185 transfectada con el gen MDR1
humano y como control negativo la linea celular de
Fibroblastos parental NIH-3T3. Ambas lineas celulares
fueron cedidas a nuestro laboratorio en el afio 1997
por el Dr. Cardelli, investigador perteneciente al
laboratorio de biologia molecular del National Institute
of Health (NIH) de Besthesda, Estados Unidos. Fueron
mantenidas segiin los procedimientos estandar de
cultivos celulares y posteriormente criopreservadas
en DMSO (Merck) adicionado al 10% (v/v) sobre el
medio de cultivo DMEM vy enriquecido con un 5-10%
de suero bovino fetal (SBF) (O’Valle et al, 1993).

Inmunofluorescencia Directa y Citometria de Flujo

Metodologia

La determinacion de la Gp-P se hizo utilizando 100
pL de sangre total seglin el siguiente procedimiento
técnico: Pretratamiento de los hematies con la solucion
de lisado (Ortho Diagnostic), seguido de la fijacion de
las células sanguineas nucleadas con formaldehido al
3,7% (Sigma F1268) en tampodn fosfato con albimina
bovina sérica al 0.1% (PBS-BSA) pH=7.2 y
permeabilizacion con Tween 20 al 0,2% (Sigma P7949)
en PBS-BSA. Posteriormente, se bloqueo la reactividad
inespecifica de los anticuerpos con suero humano AB
al 2% y tras centrifugar y lavar, se incub6 con 5 pL del
anticuerpo monoclonal contra la Gp-P conjugado con
Fluoresceina (FITC) (clona JSB1) (Master Diagnostica)
o 10 pL del control isotipo con IgG1-FITC (Master
Diagnoéstica) durante 30 minutos, en oscuridad.
Finalmente, se mantuvieron durante la noche en
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Formaldehido al 1% y se almacenaron en oscuridad a
4°C hasta su lectura. Se realiz6 ademas una doble
tincion con marcadores para linfocitos y monocitos
conjugados con FITC.

En todas las lineas celulares utilizadas, la
determinacion de la Gp-P se hizo utilizando una
suspension con una concentracion de 1250 x 10° células
uL, siguiendo la técnica descrita anteriormente. Las
muestras se analizaron en dos citometros de flujo
(Cytoron Absolute, Ortho Diagnostic), ubicados el
primero en el Departamento de Anatomia Patologica
de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Granada y el segundo en el Centro Regional de
Transfusion Sanguinea de Granada, Espaiia. Se utilizo
el programa informatico IMMUNOCOUNT II (Ortho
Diagnostic), para estudiar la expresion de la Gp-P en
células mononucleadas sanguineas de forma
independiente. Se utilizaron ventanas moviles para
seleccionar los linfocitos y monocitos marcados con
FITC y los granulocitos por tamafio y granularidad.
Los resultados se expresaron como el porcentaje de
células positivas (% POS) y la incorporacion media de
fluorescencia especifica (IMFE).

Estudio Estadistico

El analisis estadistico de los resultados se realizo
con el programa informatico RSIGMA BABEL
(Honorus Hardware), asumiendo como maximo un error
alfa del 5% (p<0.05) en todas las pruebas realizadas.
La normalidad de las variables se valoré mediante el
test de Kolmogorov-Smirnov. El analisis comparativo
de la distribucion de medias aritméticas de variables
normales se realizo mediante el test de Student (t de
Student). La relacion entre variables normales se
establecié mediante regresion lineal y determinacion
de los coeficientes de correlacion lineales de Pearson
y Spearman.

RESULTADOS

Se estudiaron un total de 125 muestras de sangre
periférica de donantes de sangre, procedentes del
Centro Regional de Transfusion Sanguinea de Granada,
una vez comprobada la negatividad para marcadores
virales anti-VHC, anti-VIH 1 + 2 y antigeno VHB.

En la Tabla 1, se presentan los resultados del %
POS y la IMFE de la Gp-P por citometria de flujo, en
dos citometros diferentes: Citometro de Flujo 1 (CF1)
(Departamento de Anatomia Patologica) y Citometro
de flujo 2 (CF2) (Centro Regional de Transfusion
Sanguinea de Granada), observandose que para el
porcentaje de células positivas los valores eran
semejantes en ambos citometros de flujo (Grafico 1, t
de Student N.S.=no significativo) mientras que para la
incorporacion media de fluorescencia especifica
(IMFE), los detectados por el CF2 fueron mas elevados
que aquellos detectados por el CF1 (Grafico 2, t de
Student, p<0.001).

Tabla 1. Expresion de Gp-P en individuos sanos
expresado en Porcentaje de Positividad (% POS) e
Incorporacion Media de Fluorescencia Especifica

(IMFE) en las lineas celulares controles y las
subpoblaciones de sangre periférica.

LINEAS CELULARES| SUBPOBLACIONES CELULARES
NIH-3T3- | NIH-3T3 |LINFOCITOS MONOCITOS|GRANULOCITOS|
G185
CITOMETRO 1
% POS 83,62+11,0 [33,61+21,87 34,6]117,()3‘ 12,38+7,88 6,7844,75
31,62+46,27 15,17+45,64 16,82+5,75 17,87+4,97  13,91+4,96
CITOMETRO 2 ‘ ‘ ‘ ‘
% POS 81,28+11,32 38,04+16,48 33,03+16,15 12,32+7,1 6,29+4,60
IMFE ‘44,52t10,88‘ 24,10+7,08 ‘ 21,80+6,03 | 23,15+6,38 ‘ 16,91+6,34

Los resultados estan expresados como valores medios de cada
uno de los parametros indicados + Desviacion Estandar.
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Grafico 1. Porcentaje de
Positividad (% POS) de la Gp-
P en las lineas celulares de
S. control y en las subpobla-
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laboratorios distintos.
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Grafico 2. Incorporaciéon Media
de Fluorescencia Especifica
(IMFE) de la Gp-P de las lineas
celulares control y en las
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GRANULOCITOS

subpoblaciones celulares de
sangre periférica de los
individuos sanos. Valores

OCitometro 1 [QOCitémetro 2

obtenidos en dos citometros
de flujo idénticos ubicados en

dos laboratorios distintos.

Tabla 2. Correlacion entre los porcentajes de
células positivas (% POS) para la Gp-P en las
subpoblaciones celulares de sangre periférica de
individuos sanos, valorados paralelamente en dos
citometros de flujo idénticos.
PORCENTAJE DE POSITIVIDAD (% POS)

CITOMETRO 1
LINFOCITOS MONOCITOS |GRANULOCITOS
CITOMETRO 2
LINFOCITOS 0,93 - -
MONOCITOS - 0,66 -
GRANULOCITOS - - 0,81

El andlisis estadistico con el test de correlacion de
Pearson y Spearman mostré que los valores del
porcentaje de células positivas y la IMFE para la Gp-P,
en las subpoblaciones celulares de sangre periférica
de los individuos sanos, los cuales fueron evaluados
en dos citometros de flujo, mantuvieron una buena
correlacion entre si. En la Tabla 2 puede apreciarse que
para el % POS la mejor correlacion observada fue en
los linfocitos (r=0.93), mientras que para la IMFE la
correlacion mas alta se observo en los granulocitos
(r=0.94) (ver Tabla 3).

Tabla 3. Correlacion entre la IMFE para la Gp-P en

las subpoblaciones celulares de sangre periférica

de los individuos sanos, valorados paralelamente
en dos citometros de flujo idénticos.

IMFE
ITOMETRO 1
LINFOCITOS MONOCITOS |GRANULOCITOS
CITOMETRO 2
LINFOCITOS 0,86 - -
MONOCITOS - 0,81 -
GRANULOCITOS - - 0,94

DISCUSION

Uno de los principales problemas que se
encuentran al evaluar la expresion del gen MDR1 y la
Gp-P son las diferencias que existen entre los
investigadores sobre la manera de valorar los
resultados. También existe una gran variedad de
factores que influyen en la deteccion de la Gp-P en las
diferentes muestras clinicas, como son la baja expresion
que es el caso de los leucocitos de sangre periférica;
los métodos de preparacion, fijacion y analisis de la
muestra, la utilizacion de anticuerpos con especificidad
variable y diferentes epitopos de reconocimiento para
la Gp-P, que explicarian las diferencias observadas en
las diversas publicaciones (Beck et al, 1996). Por estos
motivos, hemos seguido las recomendaciones de
consenso sugeridas en el trabajo de Beck et al, 1996,
para la determinacion de la Gp-P por citometria de flujo
y del ARNm del gen MDR1 por RT-PCR a fin de unificar
los criterios de evaluacion.

Para la determinacion de la expresion de Gp-P por
inmunodeteccion, la inmunohistoquimica o la
citometria de flujo (CF) han sido descritas como
técnicas validas; no asi, el Western blott, por su mayor
coste y complejidad, pero sobre todo por presentar
tanto casos de falsos negativos, a causa de la
activacion proteolitica, como falsos positivos, por
detectar productos proteicos de otros genes
relacionados.

En nuestro caso, al trabajar tanto con células de
sangre periférica como con cultivos celulares, la técnica
de eleccion recomendada para la valoracion de los
niveles de expresion de la Gp-P es la citometria de flujo.
Hemos empleado en la deteccion de la Gp-P dos
citometros de flujo, de la misma marca y modelo,
ubicados en dos centro diferentes, para analizar la
variabilidad que pudiera existir para una misma
determinacion en laboratorios distintos. Nuestros
resultados indican que las determinaciones en
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diferentes citometros guardan una alta correlacion
estadistica y que en términos relativos son
superponibles las lecturas en ambos aparatos. No
obstante, la diferente calibracion y energia luminica
del laser de argon asi como los diferentes valores de
las ganancias en los fotomultiplicadores, determinan
que los valores absolutos sean superiores en el CF2
(Centro Regional de Transfusion Sanguinea) que en el
nuestro, CF1 (Departamento de Anatomia Patologica).
A pesar de que la intensidad de expresion de la Gp-P
en las células mononucleadas de sangre periférica es
baja, ambos citometros de flujo detectaron su presencia
en las células. Estos resultados apoyan la posibilidad
de poder determinar la expresion de la Gp-P de forma
reproducible y fiable entre laboratorios si se aplican
protocolos de trabajo semejantes.

El analisis de las muestras para la determinacion de
Gp-P debe ser hecho preferiblemente de manera
inmediata o, como maximo, dentro de las 24 horas
siguientes a la obtencion de las mismas. En este trabajo,
los ensayos se realizaron en el momento de obtener la
muestra de sangre periférica por lo que no hubo demora
en el procesamiento de la misma.

Con la finalidad de calibrar, validar y estandarizar
los ensayos de determinaciéon de los niveles de
expresion de Gp-P, se analizaron paralelamente dichos
niveles en una linea celular con fenotipo MDR que
expresaba de forma mantenida y constante Gp-P, como
es la linea celular fibroblastica NIH-MDR-G185, y la
linea celular parental no amplificada NIH-3T3 (Beck et
al, 1996; Becky Grogan, 1997). Estas lineas celulares
se encontraban criopreservadas a -70°C en medio de
cultivo enriquecido con un 5-10% de suero bovino
fetal (SBF) y un 10% de DMSO (Lehne et al, 1995).
Nuestra experiencia en la determinacion de Gp-P, en
los ensayos realizados sobre estas lineas ha sido que
las modificaciones de los valores obtenidos tras la
criopreservacion son inferiores al 5% antes y después
de la misma y que los resultados son totalmente
reproducibles, sin detectar cambio en la antigenicidad
dentro de cada lote.

La eleccion del anticuerpo contra a la Gp-P es muy
importante desde el punto de vista metodologico y
estd influenciada por diferentes factores. Nuestra
experiencia en lineas celulares renales y de otras
estirpes es que los mejores resultados se obtienen con
el anticuerpo monoclonal JSB-1, seguido por C-494 y
MRK-16. La seleccion del un anticuerpo conjugado
con FITC fue debida al intento de conocer la expresion
real de la Gp-P sin emplear técnicas de
inmunocitoquimica de amplificacion. También en la
planificaciéon de nuestros ensayos hemos tenido
presentes las consideraciones establecidas sobre la
eleccion de los controles para las técnicas de

inmunofluorescencia  directa. Todas las
determinaciones de la Gp-P incluyeron un control
isotipo a igual concentracion que el anticuerpo contra
a Gp-P (Beck et al, 1996, Beck y Grogan, 1997).

Para la expresion de resultados han sido propuestas
distintas posibilidades: 1) Porcentaje de células
positivas (POS%): porcentaje de células positivas para
cada anticuerpo primario, una vez establecida la region
negativa con el control de fluorescencia inespecifica
(CI) correspondiente (Kute y Quadri, 1991; Loken y
Wells, 1994). 2) Incorporacion media de fluorescencia
especifica (IMFE) de un anticuerpo establecida sobre
una escala logaritmica, definida como la diferencia entre
la fluorescencia total debida a la unién de un
anticuerpo especifico y la fluorescencia proporcionada
por el control de fluorescencia inespecifica
correspondiente. Constituye una estimacion de la
densidad antigénica de una poblacion celular. Esta
forma de expresion de la fluorescencia fue propuesta
por Kute y Quadri en 1991 y empleada posteriormente
también por otros autores (Rappa et al, 1993). Los
valores suministrados se deben expresar como variables
continuas, en lugar de intentar establecer un punto de
corte que separe positividad de negatividad en la
expresion de antigenos. En nuestra opinion la
valoracion de los niveles de expresion de moléculas
en una poblacion celular mediante la estimacion de la
IMFE permite evidenciar mucho mejor las diferencias
que la POS% o que el canal medio de fluorescencia.

Los resultados obtenidos con la metodologia
empleada en la determinacion de la Gp-P por citometria
de flujo e inmunofluorescencia directa, utilizando el
anticuerpo monoclonal JSB-1 marcado con FITC,
permiten concluir que es una técnica reproducible y
fiable para la evaluacion del fendmeno MDR en las
células nucleadas de sangre periférica.
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