ABC del laboratorio

Inmunofijacion en suero

Caodigo SCPC (Sociedad Colombiana de Patologia Clinica): 60700. Cédigo CUPS (Codifica-
cién Unica de Procedimientos en Salud): 906819. Seccién: Inmunologia. Nivel de compleji-
dad: Alta. Metodologia: electroforesis. Sindnimos: inmunoelectroforesis.

Definicion

La inmunofijacién en suero consiste en la deteccién, mediante electroforesis alcalina en
gel de agarosa y uso de anticuerpos, de proteinas monoclonales en suero. Las proteinas
migran en la electroforesis y se inmunofijan con antisueros de diferentes especificidades:
anti-gamma, para la deteccién de inmunoglobulina G (IgG); anti-alfa, para inmunoglobu-
lina A (IgA); anti-mu, para inmunoglobulina M (IgM); anti-lambda, para cadenas ligeras
lambda, y anti-kappa, para cadenas kappa. Posterior a la inmunofijacidn, las proteinas que
se precipitan se tifien con violeta acido para permitir su visualizacion [1].

Espectro clinico de aplicacion

La inmunofijacidén en suero estd indicada en los pacientes que presentan un pico en las
regiones beta o gamma de la electroforesis de proteinas en suero y que tienen sospecha de
neoplasia de células plasmaticas, especialmente mieloma de células plasmaticas (también
conocido como mieloma multiple). De igual forma, si no se observa la banda en la elec-
troforesis en suero, pero hay sospecha clinica de este tipo de neoplasia, estd indicada la
inmunofijacion, ya que por su mayor sensibilidad y uso de anticuerpos especificos ayuda a
identificar el componente monoclonal [2-4]. Hasta en el 93% de los pacientes con mieloma
se detecta una proteina monoclonal en la inmunofijacion en suero y la cifra aumenta a 97%
si se complementa con inmunofijacién en orina. Por ello, se recomienda que la busqueda
de proteina monoclonal se realice tanto en suero como en orina [5]. Aunque no cuantifica
el componente monotipico, se emplea para el seguimiento y evaluacién de respuesta al
tratamiento de pacientes con estas neoplasias [2, 4].

Es importante aclarar que en los resultados de inmunofijacién, citometria de flujo y otras
pruebas en que se detecta la expresion de inmunoglobulinas, se usa el término “monotipi-
co” para aquellos resultados que sugieren monoclonalidad, pues la clonalidad solo se pue-
de determinar por técnicas moleculares; de forma similar, en caso que no haya componen-
te monotipico y se observe un patrdén policlonal, se emplea el término “politipico” [6, 7].

Fundamento

La inmunofijacidn es una técnica que permite que una proteina quede anclada al sitio don-
de migré durante la electroforesis, lo cual se logra a partir de la formacion de un complejo
insoluble con anticuerpos. En términos generales, la inmunofijacidn consta de cuatro fases

[1]:

O Separacion de las proteinas mediante electroforesis en gel de agarosa.
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Inmunofijacion

O Fijacién e inmunoprecipitacién de las proteinas: se adicionan los antisueros respectivos y
las soluciones fijadoras sobre la superficie del gel para identificar las proteinas especificas
Yy precipitarlas.

O Remocidn de proteinas solubles que no se precipitaron ni se unieron a los antisueros.

O Tincidn de las proteinas precipitadas para permitir su visualizacion. Las bandas que se in-
munoprecipitan se comparan con las bandas anormales observadas inicialmente en la elec-
troforesis de proteinas y segun la reaccién con los antisueros se define su naturaleza y si
corresponden o no a un componente monoclonal.

Teniendo en cuenta que se dispone de cinco antisueros (IgG, IgA, 1gM, kappa y lambda), la
muestra se aplica en cinco carriles diferentes para que se pueda apreciar la reaccion de con
cada antisuero; adicionalmente, hay un quinto carril en el que no se adiciona anticuerpo algu-
no y sirve como guia para mostrar el patron electroforético del paciente [1].

Preparacion del paciente

El paciente no requiere preparacion especial. La muestra sérica se debe tomar de acuerdo
con los procedimientos establecidos en cada laboratorio.

Tipo de muestra

Para el estudio se recomienda suero fresco. Se debe evitar usar plasma, ya que el fibrindge-
no puede quedar en la zona gamma y confundirse con un componente monoclonal. De igual
forma, se debe evitar el uso de muestras hemolizadas.

Manejo y conservacion de las muestras

Las muestras, tan pronto como sea posible después de la separacion del suero, se deben
conservar en refrigeraciéon (2°C a 8°C) y son estables hasta por una semana. Si se requiere
almacenar por mas tiempo, se deben congelar y son estables al menos un mes [1]. Antes
de iniciar el procedimiento, la muestra se diluye de acuerdo con las indicaciones de los
productores.

Casos especiales

O Si la concentracion total de inmunoglobulinas es >2 g/dL, se recomienda diluir mas las
muestras, mientras que si la concentracion es <0,5 g/dL, se deben diluir menos de lo
normal [1].

O Sientodos los carriles se observa una fraccién de apariencia monotipica, es probable que
se trate de proteinas monoclonales, crioglobulina o IgM polimerizadas, en cuyo caso, se
debe hacer un tratamiento previo del suero con beta-mercaptoetanol y soluciones dilu-
soras especificas de cada estuche para lograr la despolimerizacion [1].

Valores esperados

Se espera una tincion difusa y politipica de las inmunoglobulinas y de las cadenas livianas
(ver figura 1-A).

396 MEDICINA & LABORATORIO \ Volumen 19, Niimeros 7-8, 2013.



ABC del laboratorio

Interpretacion de los resultados

Presencia de un componente monotipico

O La presencia de una proteina monotipica por lo general se identifica por una banda muy
definida y delimitada que reacciona con un anticuerpo contra cadena pesada y con uno
contra cadenas livianas; ambas bandas migran en la misma distancia (ver figura 1-B).

B

Figura 1. Inmunofijacién en suero. A. Patron normal; no se observa componente monotipico. B. Se observa componente
monotipico IgA con restriccion de cadenas kappa. Laboratorio Clinico Hematoldgico. Medellin, Colombia

O En ocasiones se puede observar una banda muy definida y delimitada solo con uno de los
antisueros de cadenas livianas, mientras que las cadenas pesadas (IgA, 1gG e IgM) resultan
negativas. En estos casos, se puede deber a una neoplasia de células plasmaticas que secrete
IgD o IgE, o bien, aunque menos comun, corresponda a un mieloma de células plasmaticas
secretor de cadenas livianas [8], pues este normalmente es nuo en la IF en suero, pero pvo en
la IF en orina.

O Sisolo se observa componente monotipico con un antisuero contra cadenas pesadas, pero no
con cadenas livianas, se puede tratar de una gamapatia de cadenas pesadas.

O Si se observan dos bandas monotipicas de cadenas pesadas (que migran igual o en posicion
diferente) y dos de cadenas livianas (que migran igual o en posicidn diferente), se puede deber
a una gamapatia biclonal.

O Si en la electroforesis de proteinas se observé un pico en la regiéon gama pero en la inmu-
nofijacién no se detecta reaccidn alguna con antisueros contra cadenas pesadas ni livianas, es
posible que el pico de la electroforesis correspondiese a fibrindgeno.

Ausencia de un componente monotipico

La ausencia de un componente monotipico es caracteristica de pacientes sin neoplasias de cé-
lulas plasmaticas. En este caso, se puede observar un patrén politipico de inmunoglobulinas.
De igual forma, es posible observar estados de hipergamaglobulinemia, los cuales se caracteri-
zan por una tincidn difusa e intensa de las inmunoglobulinas sin que se observe banda alguna
que indique restriccion.
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En pacientes con mieloma de células plasmaticas no secretores hay ausencia de componente
monotipico y el diagndstico se establece mediante el estudio de médula ésea y los criterios
clinicos respectivos [3]. De igual forma, en el mieloma secretor de cadenas livianas es carac-
teristico que la inmunofijacién en suero no demuestre componente monotipico de cadenas
libres y para el diagndstico adecuado se requiere inmunofijacion para proteinas Bence Jones
en orina o prueba cuantitativa para medir cadenas livianas libres.

Limitaciones

Debido a su resolucion y sensibilidad, es posible que en ocasiones no se detecte un compo-
nente monoclonal, como en casos de mieloma de células plasmaticas oligosecretor. Para ello,
se debe tener en cuenta que el limite de deteccidn es diferente para cada tipo de inmunoglo-
bulina y de cadena libre. Los limites de deteccidn, en g/L, para IgA, 1gG, IgM, cadenas kappa
y cadenas lambda son 0,25, 0,25, 0,12, 0,25 y 0,12, respectivamente. No obstante, cuando se
emplea negro de amido para colorear las bandas, el limite de deteccion de IgG es de 0,5 g/L.
En los demas casos, no varia el limite de deteccion [1, 9].

Adicionalmente, la inmunofijacién en suero no es lo suficientemente sensible para detectar
pequeiias cantidades de cadenas livianas libres en suero (como ocurre en el mieloma de célu-
las plasmaticas secretor de cadenas livianas) y el estudio se debe complementar con inmunofi-
jacidn para Bence Jones en orina y si esta disponible, con la cuantificacion de cadenas livianas
libres por nefelometria [8].

Observaciones adicionales de importancia

Los antisueros empleados para la identificacion de cadenas livianas kappa y lambda no discri-
minan si éstas se encuentran libres en suero o si estan unidas a cadenas pesadas. Por tal razon,
si se desea la identificacién y cuantificacion de cadenas livianas libres, se recomienda el uso de
métodos nefelométricos disponibles para tal fin [8]. Los resultados se deben correlacionar con
los hallazgos clinicos, con la inmunofijacion en orina especifica para la deteccion de proteinas
de Bence-Jones y otras pruebas de laboratorio [8].
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