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Resumen

Introduccién: El laboratorio clinico de proteinas es uno de los pilares para la caracterizacién, el diagnds-
tico y el monitoreo de diversas patologias. Sin embargo, ante la heterogeneidad observada tanto en las
metodologias utilizadas como en la confeccién del informe de los estudios proteicos en la encuesta rea-
lizada durante los afios 2018 -2019 en nuestro pais, surge, desde el Foro de Proteinas, la necesidad de
redactar las primeras recomendaciones sobre practicas de laboratorio de proteinas. Objetivo: Crear una
directriz como primer paso para armonizar la deteccién inicial y la medicién cuantitativa de proteinas
monoclonales. Materiales y Métodos: En el Foro de Proteinas, con sede en la Asociacién Bioquimica Ar-
gentina, se gener6 un ambito de discusién donde los profesionales especialistas en el area de Proteinas
nos reunimos periédicamente para consensuar criterios que puedan ser utilizados como herramientas
en la transmisién de resultados clinicamente Gtiles. Resultados: Estas recomendaciones recopilan con-
sensos sobre la etapa pre-analitica, analitica y posanalitica y brindan informacién valiosa sobre el tipo de
muestra, interferencias, metodologias disponibles, andlisis e informe de resultados. Conclusiones: Estas
recomendaciones, que son las primeras en el ambito nacional, se redactaron para armonizar y fortalecer
la deteccién inicial de una proteina M en pacientes que muestran sintomas o caracteristicas de labora-
torio de una gammapatia monoclonal. Se pudieron desarrollar mediante el consenso profesional, con el
propésito de unificar criterios tanto metodolégicos como de presentacién de resultados.
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Introduction: The clinical protein laboratory is one of the pillars for the characterization, diagnosis and
monitoring of various pathologies. However, given the heterogeneity observed both in the methodologies
used and in the preparation of the report of protein studies in the survey carried out during the years
2018-2019 in Argentina, the need arises, from the Protein Forum, to write the first consensus on pro-
tein laboratory practices. Objective: To present the first clinical laboratory practice guide for the study of
serum proteins from the electrophoretic proteinogram. Materials and Methods: The Protein Forum, based
on the Argentine Biochemical Association, generated a forum for discussion, where professional specia-
lists in the Protein area meet periodically to agree on criteria that can be used as tools in the transmission
of clinical results. Results: These recommendations compile consensus on the preanalytical, analytical
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and post-analytical stage, providing valuable information on the type of sample, interference, available methodologies, and
analysis and report of results. Conclusions: These first national recommendations for the unification of both methodologi-
cal and results presentation criteria was developed through professional consensus.

Key words: electrophoretic proteinogram, consensus, report.

Introduccidn

El Foro de Proteinas con sede en |la Asociacién Bioquimica Ar-
gentina constituye desde el afio 2007 un dambito de discusion
donde los profesionales especialistas en el area de proteinas
nos reunimos periddicamente para consensuar criterios que
puedan ser utilizados como herramientas en la transmision de
resultados clinicamente Utiles.

Diversas sociedades cientificas que se dedican al estudio
de las gammapatias monoclonales (GM] como, por ejemplo,
el International Myeloma Working Group publican periddica-
mente estrategias de trabajo consensuadas por especialistas
tanto para el diagnéstico como para el monitoreo de las GM?.
Estos documentos contienen actualizaciones de los criterios
diagndsticos, paneles de screening y metodologias de trabajo
recomendadas. Sin embargo, la ausencia de propuestas espe-
cificas con respecto al reporte de los estudios proteicos séricos
y urinarios genera una gran variabilidad en los informes emiti-
dos por diferentes laboratorios. Trabajando en la busqueda de
consensos, tanto la Asociacién de Bioquimica Clinica Australia-
nacomo la Sociedad Canadiense de Quimica Clinica han aporta-
do enla dltima década valiosas recomendaciones, a las que se
suman recientemente las generadas por el Colegio Americano
de Patdlogos, con el objeto de estandarizar el informe del pro-
teinograma electroforético (PE).23

La falta de consensos en el ambito nacional sobre cémo in-
formar los estudios proteicos séricos y urinarios nos obliga a
los profesionales del drea a recabar informacién acerca de las
técnicas utilizadas, la nomenclatura y el disefio del informe de
resultados en nuestro pais. Esto nos llevd a plantearnos como
primer objetivo evaluar en el ambito nacional, durante los afios
2018 - 2019, el estado del arte en lo concerniente a metodolo-
gias y contenidos de informe para el estudio de GM.#

Desde el Foro de Proteinas, se invito a los laboratorios bio-
quimico clinicos de la Republica Argentina tanto del ambito
publico como privado a participar de una encuesta voluntaria y
andénima con el objetivo de confeccionar las primeras recomen-
daciones del laboratorio clinico en el estudio de las proteinas
séricas a partir del proteinograma electroforético. Con la reco-
pilacién y el analisis de los datos obtenidos, se ha avanzado en
la construccién del presente documento cuyo objetivo es crear
directrices de practicas del laboratorio clinico en el estudio de
las proteinas séricas, a partir del proteinograma electroforéti-
co, para establecer las primeras recomendaciones argentinas
sobre las fases preanalitica, analitica y posanalitica del protei-
nograma electroforético sérico (PES], la expresion de los re-
sultados y comentarios interpretativos basados en la utilidad
clinica de la separacién electroforética de las proteinas plas-
maticas presentes en el suero.

Materiales y Métodos

Las presentes recomendaciones fueron desarrolladas por
bioquimicos pertenecientes al Foro Argentino de Proteinas. Los
autores se reunieron mensualmente, de forma plenaria, duran-
te el afio 2019 en la Asociacién Bioquimica Argentina, mientras
que, durante los afios 2020,2021 y 2022, las reuniones se rea-
lizaron de forma virtual.

La metodologia utilizada para la elaboracién de estas Fri-
meras recomendaciones del laboratorio clinico en el estudio de
las proteinas séricas a partir del proteinograma electroforético
consistié en la busqueda bibliografica de trabajos de diferen-
tes lugares relacionados con las etapas preanalitica, analitica
y posanalitica para la realizacion del proteinograma. Se revisa-
ron consensos escritos por otros paises como Nueva Zelanda,
Canadd y Espafia.®®°

La difusién de este documento tiene por objeto divulgar los
aspectos metodolégicos y de formato de informe recomenda-
dos para la electroforesis de proteinas, con la finalidad de que
puedan ser utilizados por todos los laboratorios del pais en pos
de la armonizacién.

1. Aspectos preanaliticos para la realizacién de proteinogramas
1.1.Tipo de muestra

La muestra de eleccion para el estudio electroforético de las
proteinas es el suero fresco. Esta debe ser obtenida por veno-
puncién y colocada en el interior del tubo, sin anticoagulante,
hasta que se produzca la coagulacién completa. En caso de
realizar una centrifugacién previa sin que se haya completa-
do la formacién del coagulo, puede observarse la deformacion

Figura 1. Proteinograma electroforético en soporte liqui-
do (izq.) y en gel de agarosa (der.)
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» Izquierda: corresponde a muestra con moderada hemdlisis. Se observa
desdoblamiento de la fraccién o.-2;
derecha: corresponde a muestra con hemdlisis. Se observa aparicién
de una banda homogénea entre -2 y 3-1.
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Figura 2. Proteinograma electroforético en soporte liquido.
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» Curvaizquierda: corresponde a muestra con abundante hemdlisis. Se observa desdoblamiento de la fraccién o.-2 y aumento de fraccion -1 corres-
pondiente esta Ultima a la presencia de hemoglobina libre. Curva derecha: corresponde a presencia de componente monoclonal con migracién en

fraccion 3-1.

de la fraccién -2 o la presencia de una banda homogénea en
gamma rapida por la presencia de fibrindgeno.”
1.2. Ayuno

Se recomienda que la extraccién de la muestra se realice
con un ayuno previo de 8 horas, para evitar la interferencia por
hiperlipemia (“Apartado 1.4.1.”], principalmente cuando se uti-
liza como soporte gel de agarosa.
1.3. Estabilidad y temperatura de conservacién de la muestra

Es recomendable la separacién del suero del paquete globu-
lar después de la centrifugacion, loantes posible. La estabilidad a
temperaturaambiente (20- 25 °C) es de un dia. Se puede conser-
var lamuestra hasta 7 dias a 4-8° C o hasta 3 semanas a-20°C.°

En caso de necesitar conservar la muestra congelada para
posterior andlisis, se recomienda realizar alicuotas y que la
misma no sufra mas de un proceso de congelacién/desconge-
lacién, ya que puede presentar una degradacién in vitro de las
proteinas del complemento y, en consecuencia, una disminu-
cion de la fraccion B-2-globulinas.

Se recomienda que el procesamiento se realice cuando la
muestra se encuentre entre 18y 24°C.
1.4. Interferencias
1.4.1. Lipemia

Las lipoproteinas migran en diferentes posiciones, depen-
diendo de latécnica electroforética que se utilice: en soporte séli-
do, suelen migrar enlazona de las alfa y beta globulinas, aunque,
en electroforesis capilar, suele verse un incremento de la zona
posalbuimina. El aumento de la concentracién hallada en los
sueros hiperlipémicos puede dificultar la interpretacién cuando
se observa una zona beta aumentada o hasta hacer sospechar
de un componente monoclonal cuando se utiliza soporte sélido.

Se sugiere no trabajar con sueros hiperlipémicos. En caso de
no poder solicitar nueva muestra o esperar a que el paciente
resuelva la hiperlipemia, siempre aclarar que se trabajé con un
suero lipémico.®

1.4.2. Hemodlisis

Los complejos haptoglobina - hemoglobina formados du-
rante la hemdlisis in vitro pueden originar un desdoblamiento
o ensanchamiento de la fraccién a-2. La presencia de hemog-
lobina libre en el suero también puede provocar estas mismas
alteraciones en la fraccion 3-1. Por este motivo, se recomienda
trabajar con sueros sin hemdlisis. En caso de no poder solicitar
nueva muestra, siempre aclarar que se trabajé con un suero
con presencia de hemdlisis (Figura 1y 2)°.
1.4.3. Fibrindgeno

La administracién de medicamentos anticoagulantes pue-
de motivar la presencia de fibrinégeno en el suero. No se deben
procesar muestras que hayan sido extraidas en tubos con al-
gun tipo de anticoagulante. En el caso de poder confirmar la
presencia de fibrinégeno, se debe aclarar la presencia del mis-
mo y sugerir repeticion del estudio con una nueva muestra de
suero (Figura 3).56
1.4.4. Compuestos radiopacos y medicamentos

La administracién intravenosa de contrastes quimicos uti-
lizados en diferentes técnicas de imagenes puede ocasionar
la aparicién de una banda adicional en las fracciones o-2 o
[-globulinas emulando componentes monoclonales, si la corri-
da se realiza en equipos de electroforesis capilar que detectan
proteinas con lecturas a 200 nm. Algunos antibiéticos también
pueden originar este tipo de interferencias. Estas sustancias
no afectan en corridas en soportes sélidos, donde el método de
deteccién es mediante la utilizacidn de colorantes. De sospechar
o confirmar la presencia de un interferente de este tipo, se debe
incluir una leyenda y solicitar nueva muestra de suero teniendo
en cuenta la vida media de los componentes en cuestién.5’
1.4.5. Anticuerpos monoclonales de terapéutica
(daratumumab, elotuzumab, etc.]

El tratamiento con anticuerpos monoclonales puede ser el
origen de una interferencia en la fraccién gamma-globulinas,
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Figura 3. Proteinograma electroforético en soporte liquido.
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» Curva izquierda: muestra remitida con heparina de sodio. Se observa presencia de fibrindgeno en fraccion 3-2. Curva derecha: muestra remitida en

tubo sin anticoagulante. Ambas muestras corresponden al mismo paciente.

dependiendo de |a dosis y el régimen de administracién. Todos
los laboratorios deben conocer a sus pacientes tratados con
este tipo de terapia para evitar malas interpretaciones de los
anélisis a realizar.°De tener conocimiento de la presencia de al-
guno de estos componentes terapéuticos, es necesario poner
una leyenda que advierta de su presencia en el perfil del protei-
nograma electroforético (Figura 4).
1.4.6. Crioglobulinas

Si se ha llevado a cabo en frio, en la electroforesis de pro-
teinas en soporte sélido, puede observarse acumulacién en el
sitio de aplicacién, que recrea la presencia de un “pico monoclo-
nal”. En la situacién de tener un diagnéstico de crioglobulinas
positivas, dichas muestras deben sembrarse a 37°C al momen-
to de procesarlas.

2. Aspectos sobre la metodologia para realizar el proteinogra-
ma electroforético
2.1.Tipos de soportes

Los dos tipos de electroforesis utilizados para la separacion
de las proteinas plasmaticas presentes en el suero son: elec-
troforesis en soporte sélido y electroforesis capilar.

2.1.1. Electroforesis en soporte sélido

La capacidad de resolucién y la sensibilidad analitica de
estametodologfa dependen del soporte y colorante utilizados®.
En la practica clinica, se utilizan habitualmente dos tipos de so-
porte: acetato de celulosa y gel de agarosa.

El acetato de celulosa esta siendo paulatinamente reem-
plazado por métodos con mayor resolucién como los geles de
agarosa y la capilaridad; estos dos Ultimos métodos son los re-
comendados por el Grupo Internacional de Trabajo en Mieloma
Muiltiple (IMWG) para el estudio de gammapatias monoclonales.

Cualquiera sea el colorante utilizado, deben tenerse en
cuenta dos posibles fuentes de error: la heterogénea captacion
de colorante por unidad de masa entre las distintas fracciones
proteicas y la pérdida de linealidad de la fijacién del colorante
en relacién con la concentracion de la proteina.

2.1.2. Electroforesis capilar

Todas las proteinas migran a distinta velocidad, en funcién
de su relacién carga/masa, hacia un detector que mide la ab-
sorbancia del enlace peptidico a 200 0 214 nm; esta absorban-
cia es proporcional al niUmero de uniones peptidicas. La lectura
directa de las fracciones proteicas evita el error por saturacién
de unién al colorante observado en las técnicas sobre soporte
s¢lido, especialmente para componentes monoclonales (CM)
de altas concentraciones.

o ——
Figura 4. Proteinograma electroforético en soporte de gel
de agarosa.
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» Calle 14: corresponde a paciente con mieloma multiple tratado con
daratumumab. En el proteinograma, se observa la presencia del
componente monoclonal de la patologia en fraccién 3-2 y la presencia
del componente monoclonal utilizado para la terapia, con movilidad en
zona gamma lenta.
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2.2. Requisitos analiticos del proteinograma electroforético

La separacién electroforética de las proteinas plasmaticas
presentes en el suero se considera adecuada para los fines
diagndsticos, cuando se cumplen requisitos minimos de cali-
dad resolutiva en el perfil proteico obtenido®. Estos incluyen:

* visualizacién de banda tenue de prealbimina

¢ deteccién de heterocigosis de alfa-1-antitripsina

¢ desdoblamiento de lazona de beta globulinas en beta-1y beta-2
e deteccion de CMde concentracignigual omenorque 1 g/ (0,1 g/dl)
* identificacién de perfil oligoclonal en lazona gamma

2.3. Precision de medida

Teniendo en cuenta la variabilidad biolégica, se han estable-
cido especificaciones de calidad analitica para la imprecision
para las distintas fracciones del proteinograma. Los valores de
imprecisién deseables, expresados como coeficientes de va-
riacion para las distintas fracciones, son de 1,6 % para la albu-
mina; 5,7 % para alfa-1-globulinas; 5,2 % para alfa-2-globulinas;
5,1 % para beta globulinas y 7,3 % para gammaglobulinas.

Debido a la complejidad para cumplir las especificaciones
deseables en la fraccién albumina, se puede optar por cumplir
el requisito de minima de 2,3 %.

La imprecision interensayo descripta para los equipos de
electroforesis capilar actuales es menor que 2 % para la albimina
yque 7,7 % para el resto de las fracciones. En la electroforesis en
gel de agarosa, laimprecisién varia desde el 2,7 % al 8,0 %.°

Debido a que las fracciones del proteinograma deben expre-
sarse como concentraciones de masa (g/L o g/dL), es necesa-
rio conocer la concentracion de proteinas totales. Por lo tanto,
la incertidumbre de medida de la concentracién de proteinas
totales se suma a la asociada a la electroforesis. !

Respecto de |a cuantificacién del CM, a la incertidumbre de
sumedida contribuyen: la imprecisién de medida de la fraccién
proteica, laimprecision del valor de proteinas totales y laimpre-
cisién asociada al acotamiento del CM en el perfil electroforéti-
co. En el caso de CM de baja concentracion, la delimitacion de
los puntos de corte es un factor importante de error.

Segun datos bibliograficos, la imprecisién oscila entre 11
- 29 % en geles de agarosa y entre 10 - 16 % en electroforesis
capilar para CM mayores que 0,1 g/dL (1g/L)*°. Para minimizar
el error debido al acotamiento del CM, es aconsejable realizar el
seguimiento siempre de la misma forma.
2.4.Valores de referencia

Los valores de referencia de la separacién de proteinas en
fracciones proteicas varfan de acuerdo con la metodologia uti-
lizada y la poblacién en estudio. El laboratorio debe disponer y
dejar asentados en el informe los valores de referencia especi-
ficos discriminando por rango etario.

Si comparamos los rangos de referencia para los dos tipos
de métodos electroforéticos mencionados, vemos que existe
una buena correlacion entre las fracciones, pero se presentan
diferencias significativas en la fraccién alfa-1-globulinas y, en
menor medida, en la fraccién albimina®191!, Estas diferencias
se deben al principio de medida de las proteinas (unién a colo-
rantes o absorbanciaa 214 nm).

Para la zona alfa-1-globulinas, la electroforesis capilar pre-

senta valores superiores a los obtenidos por electroforesis
sobre soporte sélido. Esto se debe a que la alfa-1-antitripsina
es practicamente la Unica proteina de la fraccién que se une al
colorante, ya que la alfa-1-glicoproteina presenta un alto con-
tenido de 4cido sidlico, que disminuye la afinidad por los colo-
rantes. En el caso de la albimina, debido a que esta proteina
presenta una alta afinidad por el colorante, los resultados obte-
nidos en gel de agarosa son aproximadamente un 10 % superio-
res a los obtenidos por capilaridad.

3. Aspectos sobre el informe del proteinograma sérico

Se recomienda el siguiente contenido:

¢ l|dentificacién de |a prueba en el informe clinico:

Titulo: Proteinograma sérico
Método: Electroforesis en acetato de celulosa/electrofore-
sis en gel de agarosa/electroforesis capilar

e Numero de fracciones: Se informaran las fracciones de
acuerdo con el sistema empleado:

-Cinco fracciones: Alb/a.1/0.2/B/Y
-Seis fracciones: Alb/ol/a2/B1/B2/Y

¢ Unidades: Las fracciones proteicas deben informarse en
unidades de concentracién. Estas unidades deben ser las
mismas que las del dosaje de proteina total. Pueden expre-
sarse en g/L o g/dL. Opcionalmente, puede acompafarse
este resultado de los valores porcentuales de cada una de
las fracciones.

o Valores de referencia (VR): Deben constar en el informe los
VR correspondientes al grupo etario del paciente tanto de
los porcentuales como del valor absoluto. Las fuentes de los
VR pueden provenir de estimaciones del propio laboratorio,
busqueda bibliografica (verificada en el laboratorio] o de la
otorgada por el fabricante (verificada en el laboratorio).

e (Curvadensitométrica: Es opcional. No se considera indis-
pensable a los efectos interpretativos, si se respetan los
contenidos recomendados.

e |nforme interpretativo: Debe proveer informacion sobre
hallazgos relevantes en el proteinograma y sugerir otros
estudios, en caso de que se requieran.

En caso de que ninguna fraccion proteica se encuentre
alterada, es opcional el comentario global. Se puede infor-
mar: perfil sin particularidades. En cambio, si alguna de las
fracciones se encuentra alterada, se recomienda realizar
un comentario descriptivo adjunto al proteinograma.

Ejemplos:

- Hipoalbuminemia

- ol marcadamente disminuida

- Hipergammaglobulinemia policlonal

- B2 marcadamente disminuida

- Hipogammaglobulinemia

- Fracciones a1 y a2 aumentadas
En caso de observarse una banda en zona de gammaglobu-

linas, se sugiere utilizar el término banda homogénea (BH) y se

debe describir la movilidad, es decir, si la banda corre en zona
rapida, media o lenta de gammaglobulinas. También debe cuan-
tificarse la banda homogénea en estudio; utilizarse las mismas
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______________________________________________________________|
Tabla l. Casos asociados a oligoclonalidad.

Infecciones agudas o crénicas recurrentes

* Hepatitis
* HIV-SIDA

* Enfermedades por depdsito de complejo
inmune circulante

* Enfermedades autoinmunes
* Neoplasias

e Sindrome de Guillain-Barré

* Neuropatia periférica

* Trasplantes

unidades que para las distintas fracciones proteicas; aclarar
por qué método se realizd la cuantificacion (tangencial/a linea
de base) y sugerir estudios complementarios necesarios. Cabe
aclarar que la cuantificacion de la banda homogénea debe reali-
zarse siempre por el mismo método.

Se desaconseja fuertemente utilizar terminologia ambigua
para describir la banda anémala, tal como restriccidn electro-
forética, condensacion, distorsién, componente M, proteina M,
banda monoclonal. A continuacién, presentamos un ejemplo de
informe adecuado:

Se observa banda homogénea en zona (rdpida/media/lenta)
de Y globulinas. Medida de la banda por {método tangencial/ a
linea de base): xxx g/dl [g/1]. Se sugiere completar su estudio por
inmunofijacion sérica, cuantificacion de inmunoglobulinas tota-
les y de cadenas livianas libres [CLL) en suero; asicomo también
estudios en orina de 24 horas (electroforesis e inmunofijacién).
4. Aspectos sobre oligoclonalidad

Las disgammaglobulinemias oligoclonales pueden confun-
dirse con las gammapatias monoclonales.*?

La presencia de esta patente suele estar relacionada con
complejos inmunes circulantes contra antigenos extrafios, am-

bientales o autoantigenos. La oligoclonalidad se observa prin-
cipalmente en infecciones crénicas, enfermedades autoinmu-
nes, enfermedades por inmunocomplejos, hepatitis crénicas,
algunos estadios de pacientes VIH positivos, en trasplantes o
en tratamiento con quimioterapia de induccién en pacientes
con mieloma mdltiple (Tabla 1).1%13

La oligoclonalidad es una patente proteica que, en el protei-
nograma, tiene dos formas de presentacién: como varias ban-
das o como una zona de mayor condensacién en la region de
gammaglobulinas.

La importancia de diferenciar la patente oligoclonal de la
monoclonal radica en el hecho de que una confusién entre
ambas se traduce en tratamientos completamente distintos.
Por ello, es sumamente importante tener conocimiento de la
presentacion clinica, del diagnéstico presuntivo y de otros pa-
rémetros bioquimicos del paciente en estudio.**

Frente a la sospecha de una patente oligoclonal en el pro-
teinograma electroforético, se podria completar el estudio
cuantificando las inmunoglobulinas (por turbidimetria y/o ne-
felometria), realizar inmunofijacion para descartar monoclona-
lidad (en el caso en que laimagen presente dudas) y, ademds,
observar si hay presencia de crioglobulinas en el suero. En la
inmunofijacién sérica, se vera reaccién con uno o varios de los
antisueros anticadenas pesadas y livianas. También es acon-
sejable tener una alicuota del suero congelada para evaluar y
comparar posteriores corridas electroforéticas y observar pre-
sencia 0 ausencia de alguna de las bandas.

Adicionalmente, se recomienda sugerir el estudio por inmu-
nofijacion y el control periddico para observar la evolucién de la
respuesta inmune expresada por la patente oligoclonal.

El control periddico de los pacientes que presentan una dis-
gammaglobulinemia debe realizarse con las mismas metodo-
logfas para que los resultados sean comparables.*214
4a) Informe de la oligoclonalidad en el proteinograma

Se sugiere informar de la siguiente manera: Se observa

regién de gammaglobulinas con caracteristicas oligoclona-

les. Se sugiere control periédico. (Figura 5)

Figura 5. Proteinograma electroforético en soporte liquido (izq.) y en gel de agarosa (der.)

vgrp e leckes L1072

—

» Izquierda: paciente pedidtrico. Derecha: paciente adulto. En ambos se observa zona gamma con patente oligoclonal.
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Figura 6. Inmunofijacion en suero.

P

ul L}

» Se observa presencia de patente oligoclonal correspondiente a compo-
nentes de los isotipo IgM lambda, IgG lambda e IgG kappa.

4 b) Informe de la oligoclonalidad en la inmunofijacién

Se sugiere informar: Inmunofijacién compatible con carac-

teristicas oligoclonales y de forma opcional, describir calle

por calle y luego, escribir un comentario final. (Figura 6)
4c) Oligoclonalidad post - trasplante autélogo de médula ésea

(TAMO] en pacientes con mieloma mltiple (MM).

La presencia de bandas oligoclonales (BO] dificulta el mo-
nitoreo de la concentracion del componente monoclonal (CM])
del paciente con MM sometido a TAMO. Suele observarse en la
evolucion que, frente a la desaparicién de las B0, los pacientes
recuperan los niveles de inmunoglobulinas policlonales, con
ausencia del componente monoclonal original confirmada por
inmunofijacién.t®

También es importante remarcar si se observa el compo-
nente monoclonal original o no, ya que ayuda en el seguimiento
del paciente.

En la electroforesis, el registro de la localizacién del compo-
nente homogéneo original resulta fundamental, ya que facilita el
reconocimiento de bandas oligoclonales en el postrasplante de
médula dsea. El hecho de reconocer que la ubicacién de la nueva
banda es diferente de la banda monaclonal original, a pesar de
que la banda oligoclonal sea del mismo isotipo que el componen-
te monoclonal original, permite determinar que representa una
inmunoglobulina benigna y regenerativa en lugar de una recu-
rrencia o persistencia de un clon maligno (Figura 7).18

Ademas, se ha visto que en los pacientes que presentaron
bandas oligoclonales en su evolucidn, el tiempo de superviven-
cia global observado fue significativamente mas prolongado,
por lo que se lo ha considerado un marcador pronéstico favora-
ble. De alli, la importancia de su descripcion en el proteinogra-
ma y la necesidad de comunicarlo en el informe.t’

Por otro lado, en presencia de valores aumentados de la
zona de y-globulina del proteinograma electroforético con BO,
puede ser observada una relacidn de cadenas livianas libres
anormal, lo que dificulta la valoracién de una respuesta com-
pleta estricta. Es por ello que su seguimiento cercano es esen-
cial debido a la dificultad adicional en la interpretacidén de los
estudios proteicos, cuando se evalla la respuesta terapéutica
yla evolucién. 8

5. Aspectos sobre el anélisis del componente monoclonal

5.1. Cuantificacién del CM19-22
Ante la presencia de una banda homogénea en el protei-

nograma, se debe registrar su movilidad y cuantificarla por

medida directa del perfil electroforético (densitometria para
electroforesis sobre soporte sélido o espectrofotometria para
electroforesis capilar).

Desde hace décadas, y hasta el dia de la fecha, se usa la
demarcacién perpendicular de pico a linea de base, a pesar de
ser un método subjetivo, dependiente del operador y sujeto a
la sobreestimacién por las inmunoglobulinas presentes en el
fondo policlonal.

La cuantificacién del pico monoclonal presenta diversas
fuentes de error, que deben ser tenidas en cuenta y que varian
de acuerdo con la técnica utilizada y su movilidad electroforéti-
ca. Se presentan dificultades en la medida del CM en:
¢ zona gamma sobre fondo policlonal
* zonanogamma
¢ presencia de CM polimerizados
¢ (CMcon patrén de migracién ancho
¢ subestimacion del CM por saturacién del colorante para

electroforesis en soporte sélido

Las diferentes estrategias para optimizar la medida del CM van

desde modificar |a delimitacién del pico hasta incluir otras me-

todologias que permitan la exclusién de las inmunoglobulinas
policlonales y de otras proteinas normales presentes en esa
fraccion, a saber:

- Medida inmunoquimica de la inmunoglobulina involucrada
por inmunonefelometria o inmunoturbidimetria, informa-
cion que reemplaza o complementa la medida del CM.

- Uso del método tangencial para delimitar el CM, que excluye
el fondo policlonal. Hasta ahora, esta opcién se usa solo para
zona gamma.

L |

Figura ?. Superposicidn de corridas electroforéticas.

L

. S }. - _L__ .A\..)‘ %
L
» Se observa la superposicién de una corrida con componente monoclo-

nal original (amarillo) y corrida posterior a TAMO (trasplante autdlogo
de médula 6sea) con mdltiples bandas homogéneas (celeste).
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- Enelcasode trabajar con electroforesis capilar, se puede re-
currir a la inmunosustraccién para seleccionar una zona de
interés en la regidn beta de modo que se excluyan asi otras
proteinas presentes en esa fraccion.

En todos los casos, se hace imprescindible aclarar la metodo-
logia utilizada para demarcar el pico de proteina monoclonal y se
debe recomendar hacer seguimiento con el mismo método.
5.1.1. Cuantificacién de CM en zona no gamma?19-22
5.1.1.1 Limitaciones para la cuantificacion de pico

En diferentes situaciones donde la cuantificacién del CM es
compleja (por su baja concentracidn, por estar superpuesto
con otras proteinas o por no observarse una clara individuali-
zacién dentro de un perfil oligoclonal], cada laboratorio deci-
de reportar el CM de forma cuali o cuantitativa. En caso de no
realizar la cuantificacién,es recomendable aclarar la causa y,
eventualmente, sugerir estudios complementarios.

La cuantificacién y seguimiento de un CM en zona alfa, beta
o0 beta - gamma, representan un desafio para el laboratorio de
proteinas. Frecuentemente, corresponden a CM de tipo IgA,
aunque, ocasionalmente, otros isotipos migran también en
zona no gamma.

Mientras que la cuantificacién del CM por delimitacién de
pico sobreestima por la presencia de proteinas que migran
conjuntamente en dicha zona (e]. Transferrina, C3], la cuanti-
ficacién por inmunoquimica mide el total de inmunoglobulina
(monaclonal + policlonal). Tanto la nefelometria como la turbi-
dimetria sobreestiman para todos los isotipos, pero presentan,
en general, buena concordancia para IgA. Para CM a IgG mayor
que 3,0 g/dl, se produce subestimacién de pico por satura-
cion de colorante. En el caso de IgM, |a discordancia es mayor:
usualmente, IgM por inmunoquimica es 1,8 veces mayor que
el valor de pico. Por lo expuesto, los resultados por ambas me-
todologias no son intercambiables y debe consignarse en el
informe cudl se utilizd.

Teniendo en cuenta las limitaciones de cada técnica, se pro-
ponen diferentes alternativas:

- Cuantificacién inmunoquimica de la inmunoglobulina com-
prometida. En el afio 2014, el IMWG recomienda el monito-
reo de CM IgA que migran en zona beta por medida de IgA to-
tal en vez de delimitacién de pico. El dosaje de Heavy Light
Chain [HLC) es un método que permite cuantificar por sepa-
rado los diferentes tipos de cadenas ligeras de cada clase
deinmunoglobulina (por ejemplo, se mide el par IgAkappa e
lgAlambda para los frecuentes CM de tipo IgA en zona beta)
y surge como una alternativa al dosaje de IgA total.

- Separacion electroforética por EC, seguida de inmunosus-
traccion (que identifica asi proteinas que migran conjunta-
mente con el componente monoclonal).

- Cuantificacién inmunoquimica de la inmunoglobulina com-
prometida, simultdneamente con densitometria de pico.
Varios factores dificultan dar recomendaciones univer-
sales: ausencia de consenso en el dmbito internacional,
diferente disponibilidad de técnicas analiticas (CE, HLC,
inmunosustraccion] y un formato establecido a lo largo del
tiempo para comunicar resultados al médico hematélogo.

Sin embargo, la delimitacién de pico junto con la determina-

cién de la inmunoglobulina comprometida pareceria la me-

jor opcién para el monitoreo de pacientes con gammapatias
monoclonales.

En el caso de que el laboratorio opte por cuantificar pico en
zona no gamma, debe tener presente lo siguiente:

- Cuando la fraccién no gamma que contiene al CM presenta
unvalor normal, no es posible su cuantificacion y se debe
recurrir al método inmunoquimico. A continuacién, presen-
tamos un ejemplo de cémo podria informarse adecuada-
mente: Se observa banda homogénea en zona beta-2 no
cuantificable por delimitacidn de pico.

- Cuando la fraccién no gamma que contiene al CM supera
el valor de referencia, se recomienda informar como valor
aproximado. Se recurre habitualmente a dos tipos de
aproximaciones: restar al CM el valor promedio de la con-
centraci6n de proteinas de la fraccién donde se encuentra
o informar concentracién total de alfa/beta + CM, por ejem-
plo, de la siguiente manera: Se observa banda homogénea
en zona beta-2 con una concentracién estimada de x g/dl
(og/L].

- Cuando el CM se presenta entre dos fracciones proteicas,
por ejemplo, entre alfa-1 y alfa-2, entre beta-1 y beta-2 0
en beta-2-gamma, también se reporta su cuantificacién
como valor aproximado, por estar parcialmente solapado
con una o mas fracciones del perfil electroforético.

La eleccién de un método u otro dependera de cada labo-

ratorio, pero es importante respetar el mismo criterio de

cuantificacién para un correcto seguimiento a lo largo del
tiempo. Conocer las limitaciones de las técnicas utilizadas
permite elegir la mejor estrategia de seguimiento.

5.2. Limite de cuantificacién®-%”

El limite de cuantificacién del CM esta en el orden de 1 g/L
(0,1 g/dL). Dependera de la zona de migracidn, del isotipo de
inmunoglobulina, del fondo de inmunoglobulinas policlona-
les, del soporte e instrumento utilizado, del conocimiento de
datos previos del paciente y de la experiencia del observador.
Componentes que estan por debajo de este valor no pueden
ser cuantificados de forma confiable, especialmente si hay un
fondo policlonal, y deberia informarse cada uno como menor
que 1g/L (0,1 g/dL].

6. Aspectos sobre inmunofijacién
6.1. Aspectos sobre inmunofijacion sérica

La observacién de una banda homogénea (BH) en el pro-
teinograma electroforético (PES) requiere ser verificada. Es
por ello por lo que en estas recomendaciones se incluye una
breve descripcién de los dos métodos necesarios para confir-
mar su presencia.

Para la caracterizacion de la BH, contamos con dos técni-
cas: la inmunofijacién sobre soporte sélido y la inmunosus-
traccién o inmunotyping en medio liquido.

- La inmunofijacién (IF) es una electroforesis de zona se-
guida de una inmunoprecipitacion con anticuerpos mo-
noespecificos para cadenas pesadas (G, A, M) y cadenas

19,22,28-30
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Figura 8. Inmunofijacién en suero.

» Se observa patrén policlonal.

Figura 9. Inmunofijacion en suero.

ELP G A M K 1A

» Se observa componente monoclonal correspondiente a IgG kappa.

livianas (i y A}, con posterior coloracion del complejo Ag-

Ac precipitado con negro amido o violeta gcido (este dltimo

es mas sensible). Las muestras se diluyen para enfrentar-

se con los antisueros segln las indicaciones del fabricante
de los reactivos utilizados. De ser posible, hay que realizar
previamente el dosaje de las inmunoglobulinas por si fuera
necesario hacer una mayor dilucién en alguna de las calles.

La IF es la técnica mas utilizada en la actualidad y la re-
comendada por el Grupo Internacional de Trabajo en Mieloma
Multiple (IMWG, por sus siglas en inglés] para la tipificacién
del componente monoclonal en el diagndstico y seguimiento
de las patologias linfoproliferativas.

La inmunosustraccién consiste en la tipificacion del com-
ponente monoclonal por electroforesis capilar (EC) utilizando
anticuerpos monoespecificos. Se realiza el PES del paciente
y se observa su perfil proteico. Seguidamente, se mezcla en
un equipo automatizado la muestra con cada uno de los anti-
cuerpos contra cadenas pesadas (G, A, M,) y cadenas livianas
(k yA) yse procesa como 5 muestras independientes. Se su-
perpone cada perfil de las 5 mezclas con los antisueros con la
curva del PES tomada como patrén. Se observa la disminucién
o desaparicién del pico monoclonal en el perfil de la mezcla
con algun antisuero y asi se tipifica el CM.

6.2. Limite de deteccidn

El limite de deteccién en inmunofijacién varia de 0,12
a 0,25 g/L y para inmunosustraccién, es de 0,25 g/L. Para
ambas técnicas, puede variar segin la posicién del pico y el
fondo policlonal. Para la IF, también depende del colorante
utilizado.

6.3. Utilidad de la inmunofijacion
Lailnmunofijacién es de utilidad ante:
- la presencia de una banda homogénea en el PES
- presencia de hipogammaglobulinemia sin causa que la justifique
-sospecha de CM en las fracciones alfa 2 y beta
- cambio de movilidad del CM en el PES
- desaparicién del CM en el PES
- y como criterio para evaluar remisién completa.

6.4. Interpretacion en informe
Se deben observar las seis calles de la IF: la primera repre-

senta el PES ylas siguientes, el enfrentamiento con los distin-

tos antisueros monoespecificos.

- La precipitacién difusa y tenue en todas las calles indica
una muestra normal. Se informa como patrén compatible
con perfil policlonal (Figura 8).

- Lapresenciade precipitado en alguna de las calles, que in-
volucra una cadena pesada (G; A; M), y un precipitado de la
misma movilidad en alguna de las calles, que involucra las
cadenas livianas (kappa o lambda], indican la presencia
de una banda monoclonal. Es importante remarcar que los
dos precipitados deben tener la misma movilidad que la
BH observada en la primera calle. Se debe informar tanto
la cadena pesada como liviana involucradas (Figura 9).

- La presencia de precipitado en alguna de las calles de ca-
denas livianas y no en cadenas pesadas puede deberse a
una gammapatia IgD o IgE y se debe confirmar utilizando
antisueros anti - D y E para descartar la presencia de es-
tas cadenas pesadas; o puede deberse a la presencia de
una cadena ligera libre, que se debera confirmar con los
antisueros especificos anticadenas ligeras libres kappa o
lambda (Figura 10].

- Si se observan dos bandas en la zona correspondiente
a las cadenas pesadas (iguales o diferentes] y dos ban-
das correspondientes a las cadenas livianas (iguales o
diferentes), estamos en presencia de una biclonalidad,
siempre dentro de un contexto clinico que lo confirme
(Figura 11).

- Sise observan multiples bandas en una o varias cadenas
pesadasyenunaoenlas dos cadenasligeras, se esta en
presencia de un patrén oligoclonal.

- La presencia de varias bandas en una misma cadena pe-
sada y una misma cadena liviana podria deberse a inmu-
noglobulinas polimerizadas, las cuales deberian tratarse
con B-mercaptoetanol (u otro agente despolimerizante])
y volver arealizar la IF.

ByPC sep-dic 2023; 87(3):60-70 // ISSN-e 2684-0359



Arco y col. Recomendaciones del laboratorio clinico en el estudio de las proteinas séricas a partir del proteinograma electroforético. m

Figura 10. Inmunofijacién correspondiente a un mieloma IgE lambda.
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» Izquierda, primera inmunofijacién: se observa banda monoclonal correspondiente a lambda, por lo tanto, se debe descartar una gammapatia mono-
clonallgD o IgE y por ello se realiza una segunda inmunofijacién probando los antisueros anti-D y anti-E.
Derecha, segunda inmunofijacién: se observa banda monoclonal correspondiente a IgE lambda.

Resumen
En elinforme debe constar:
e Presenciaoausenciade CM.
e SihayCM, la cadena pesada y liviana involucrada por ejem-
plo .: lgGk
¢ Sisolo hay precipitado de cadena liviana, se debe aclarar si
se enfrentd con antisueros para cadenas pesadas Dy E.
Ademads, se deberian incluir recomendaciones acerca de la
necesidad de realizar estudios de mayor sensibilidad para la
deteccidn de cadenas livianas como la inmunofijacién en orina
o dosaje de cadenas livianas libres en suero en aquellos casos
de componentes de muy baja concentracidn.

Interferencias y limitaciones

- Crioglobulinas: puede aparecer una banda en todas las ca-
lles en el punto de siembra.

- Fibrindgeno: aparece como una banda en la calle del PES
que no correlaciona con ninguna banda en el resto de las
calles (Figura 3).

- Con fondo policlonal marcado, se debe realizar una mayor
dilucién de la muestra.

Discusion

El PES es el punto de partida para el screening de nume-
rosas patologias y juega un rol fundamental en el estudio
de las gammpatias monoclonales. Permite diferenciar entre
inmunoglobulinas monoclonales y policlonales y también,
cuantificar por medida directa del perfil proteico el pico
monoclonal (dato indispensable para el diagnéstico y se-
guimiento), pero presenta una sensibilidad limitada en la
investigacién de gammpatias oligosecretoras o de cadenas
livianas libres monoclonales. Por ejemplo, el PES permite
visualizar el CM en aproximadamente el 80 % de los casos
de MM; un 10 % restante presentard hipogammaglobuline-

Figura 11. Patron biclonal: |gM lambda - IgA kappa.

mia (por presencia de CLL en orina) y otro 10 % presentara
un perfil normal o dudoso (patrén de migracién ancho o au-
mento de zona beta-1, beta-2 o alfa-2]. En todos los casos,
se debe verificar la clonalidad a través de un método inmu-
noelectroforético.3!

Luego, a través de la IF o inmunosustraccién se estable-
cen los isotipos de cadena pesada y/o ligera de inmunoglo-
bulina. Debido a que estas técnicas inmunoelectroforéticas
son aproximadamente diez veces mas sensibles que el PES,
es posible, en numerosas situaciones, no observar el CM por
electroforesis, pero si, por IF o inmunosustraccion.

A su vez, las determinaciones cuantitativas de inmuno-
globulinas pueden ayudar en la deteccién de proteinas mo-
noclonales y complementar algunas de las debilidades de
las técnicas electroforéticas (por ejemplo, la dificultad en la
cuantificacion del CM que migra en zona no gamma).

La determinacién de CLL permite evaluar gammapatias
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oligosecretoras 0 no secretoras y tiene también utilidad
prondstica en casos de CM mensurable. Este inmunoensayo
automatizado para turbidimetria y nefelometria determina
cadenas livianas kappa y lambda libres, no unidas a la ca-
dena pesada. Cuantifica tanto las cadenas monoclonales
como las policlonales, y la relacién kappa/lambda fuera de
su rango de referencia es un indicador de proliferacién mo-
noclonal.

Se hademostrado que la prueba de CLL tiene importancia
clinica para la deteccidn, la estratificacién del riesgo, el se-
guimiento y la evaluacidn de la respuesta. Las CLL son utiles
para diagndstico en smoldering mieloma multiple (SMM) de
alto riesgo, mieloma a cadena liviana, amiloidosis y mielo-
mas no secretores. Presentan valor pronéstico en gamma-
patia monoclonal de significado incierto, SMM, MM y plas-
mocitoma. Se utilizan para monitoreo en mieloma a cadenas
livianas, amiloidosis, mielomas no secretores, escape de
CLL y para establecer respuesta completa estricta.

Para aumentar la sensibilidad diagnéstica en la buisque-
da del CM, es necesaria la determinacién simultdnea o se-
cuencial de diferentes técnicas, tales como PES, IF y CLL en
suero y PE e IF en orina de 24 h. Debido a que ningin en-
sayo individual puede diagnosticar y monitorear de manera
efectiva todas las enfermedades proliferativas de células
plasmaticas, el laboratorio necesita definir estrategias que
abarquen el espectro de presentaciones de la enfermedad.
Por otra parte, se ha demostrado que diferentes enfoques
de deteccion (paneles simplificados) pueden ser efectivos
para diferentes trastornos de células plasmaticas.

El Grupo Internacional de Trabajo en Mieloma Multiple
ha definido paneles de screening para el estudio de GM que
comprenden estudios en suero y en orina de 24 h. Reco-
miendan realizar proteinograma electroforético junto con in-
munofijacién sérica y CLL séricas, al momento del diagndsti-
co. En caso de sospecha de amiloidosis, sugieren incorporar
también uroproteinograma e inmunofijacion urinaria y, en el
caso de confirmarse la presencia de GM, estudiar simulta-
neamente sangre y orina en los controles sucesivos.3334

Conclusién

EI'PES constituye una herramienta fundamental en el estu-
dio de las disproteinemias. Para que el informe de resultados
sea interpretativo y no meramente descriptivo, deben cono-
cerse los diferentes perfiles proteicos y su implicancia clinica
junto con las posibles interferencias que puedan presentarse y
los estudios complementarios a sugerir.

Cuando se respeta una estrategia de trabajo adecuada y los
resultados obtenidos son volcados a uninforme de unamanera
consensuada o arménica, se evitan repeticiones innecesarias
de estudios y/o demoras en el diagnéstico de la enfermedad.
A su vez, el comentario en un resultado de laboratorio mejora
considerablemente la interpretacién del mismo, en numerosos
casos; los resultados inesperados debido a una interferencia;
los hallazgos particulares descubiertos por el laboratorio; etc..
Particularmente en las gammapatias monoclonales, la claridad

en la transmisién de resultados permite una agil ampliacién de
la solicitud original al incluir pruebas mas especificas.
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