Inmunofijacion en diferentes liquidos
biologicos. Requisitos de las etapas
preanalitica, analitica y posanalitica para su
realizacion y correcta interpretacion.
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Fundamento

El laboratorio de proteinas utiliza métodos muy di-
ferentes con el objeto de brindar informacién diag-
ndstica, pronodstica y de seguimiento en pacientes
con cierto tipo de afecciones. Estos métodos inclu-
yen pruebas para evaluar un conjunto de analitos en
simultaneo, como el proteinograma electroforético
o la inmunoelectroforesis con antisueros poliespe-
cificos, pruebas para la cuantificaciéon de proteinas
individuales y pruebas para identificar un analito,
como la inmunoelectroforesis con antisueros mo-
noespecificos o, con mayor eficiencia, la electroin-
munofijacion (IFx)®.
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La técnica de IFx se basa en que las proteinas se
separan en base a su movilidad electroforética y lue-
go se aplica un antisuero especifico para el antigeno
en estudio. Donde se encuentra el antigeno y su an-
ticuerpo homologo, se forma una banda o zona de
precipitacion (de acuerdo al origen clonal del anti-
geno), visible luego de la tincion desarrollada.

Caracteristicas preanaliticas
Es posible realizar la técnica de IFx tanto en mues-
tras de suero como en orina y liquido cefalorraqui-
deo (LCR).

Muestra de suero: es la muestra sanguinea de
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eleccion. El plasma esta desaconsejado ya que con-
tiene factores de coagulacion, fundamentalmente el
fibrindgeno que, por su concentracion relativamen-
te elevada (entre 2 y 4 g/L en individuos sanos), no
solo incrementa la proteinemia sino que resulta ser
un interferente debido a que se lo observa como una
banda homogénea en la zona y globulina (en sopor-
tes solidos como acetato de celulosa y agarosa) o en
la zona beta-2 (en la electroforesis capilar) del pro-
teinograma, que puede confundirse facilmente con
un componente monoclonal (CM).

Muestra de orina: se requiere orina de 24 hs de re-
coleccion debido a que la excrecidn de proteinas en
orina no es constante. El paciente debe descartar la
primera orina de la mafiana y comenzar desde ese
momento a juntar todas las micciones hasta la pri-
mera orina de la mafnana del dia siguiente y llevar la
totalidad de la orina recolectada al laboratorio. Es
aconsejable colocar la orina en envases de plastico
vacios de agua mineral, dejar los mismos en hela-
dera mientras se estdn juntando las diversas miccio-
nes hasta su traslado al laboratorio, para su correcta
conservacion.

Muestra de LCR: se obtiene por puncién aspira-
cion lumbar, debe remitirse refrigerada al laborato-
rio y acompafada de una muestra de suero del pa-
ciente, recolectada en un lapso no mayor a cuatro
horas desde la obtenciéon del LCR, para el procesa-
miento en paralelo de las mismas.

Todas las muestras se procesan en el dia o se con-
servan refrigeradas a 2-8°C hasta su procesamiento.
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Caracteristicas analiticas

Es posible realizar la IFx en geles de agarosa, de for-
ma automatizada, en equipos como el HYDRASYS
de Sebia o INTERLAB G-26. Se debe proceder se-
gun las instrucciones del fabricante, teniendo en
cuenta variables dependiendo si se utilizan kits para
realizar la IFx en suero o la IFx en muestras de orina
de 24 hs de recoleccion. En lineas generales, el pro-
cedimiento consiste en colocar en el equipo la placa
de agarosa, las muestras de los pacientes y los an-
tisueros a ensayar, programar las diluciones desea-
das para cada muestra y dar comienzo a la sucesion
de los pasos técnicos que, en el lapso de una hora
aproximadamente, culminaran en la resoluciéon de
cuatro IFx por cada placa de agarosa empleada. Di-
chos pasos incluyen la siembra de las muestras, la
corrida electroforética, la aplicacion de antisueros y
su respectiva incubacion y el proceso de lavado, co-
loracién, decoloracion y secado final del gel.

Algunos laboratorios cuentan ademads con la posi-
bilidad de realizar IFx mediante técnica manual, en
geles de acetato de celulosa gelatinizado, utilizando
tincion de Coomassie para IFx en muestras de sue-
ro y tincion ultrasensible de plata coloidal para IFx
en muestras de LCR y orina, siendo esta coloracion
la que permite trabajar liquidos biologicos de baja
concentracion de proteica, sin necesidad de concen-
tracion previa de los mismos®.

La siguiente tabla nos muestra los diversos reacti-
VoS, y las instrucciones de uso y conservacion, nece-
sarios para la realizacion de IFx mediante procedi-
miento manual.

ca Cellogel o PROGEL

Reactivo Composicion Instrucciones de uso Conservacion
Acetato de celulosa de Tiras de acetato de celulosa gelatini- | Embeber en buffer ve- | Temperatura ambiente.
5.7x14 o de 2.5x17. Mar- |zado embebidas en solucién conser- |ronal sédico de corrida | Estable hasta fecha de

vante de alcohol metilico al 40%

vencimiento indicada
en el envase

durante 10 minutos y
usar

Azul de bromofenol C,H, Br0.S

Temperatura ambiente.
Estable hasta fecha de
vencimiento indicada
en el envase

Punta de espatula de la
droga sélida, diluida en
alcohol etilico

Coloracidn con plata

Ver preparacion en a) coloraciéon de

Listo para usar Temperatura ambiente

coloidal plata coloidal
Coloracién con Coomas- | Ver preparacion en b) Coloracién | Listo para usar Temperatura ambiente
sie Brilliant Blue R250 de Coomassie
Antisueros comerciales [ Antisueros monoespecificos Listo para usar Conservar en congela-
marca HELENA o SEBIA dor hasta su apertura
o y posteriormente en
BIOCIENTIFICA heladera a 4°C.
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a) Coloracion de plata coloidal
« Reactivo ferroso

Para 500 ml:
Reactivo Cantidad
Sulfato ferroso 3,95¢g
Citrato de sodio 85g
Tween 20 0.25% 1,25 ml
Agua destilada csp

Nota: El reactivo se prepara y conserva a temperatu-
ra ambiente. Se fracciona el contenido en 20 frascos
de 25 ml color caramelo y se almacena al abrigo de
la luz, ya que el reactivo es fotosensible. Se utiliza 1
frasco para cada coloracion.

« Reactivo de plata

Para 100 ml:
Reactivo Cantidad
Nitrato de plata 195g
Agua destilada csp

Nota: El reactivo se prepara y conserva a temperatu-
ra ambiente. Se fracciona el contenido en 4 frascos
de 25 ml color caramelo y se almacena al abrigo de la
luz, ya que el reactivo es fotosensible. Se utilizan 5-6
gotas para cada coloracion.

« Reactivos de contracolor para la tincién con
plata
Para 1 litro:

Reactivo 1 Cantidad
Acido oxdlico 12¢g
Agua destilada csp
Reactivo 2 Cantidad
Tricloruro férrico 48 g
Agua destilada csp
Reactivo 3 Cantidad
Potasio ferricianuro 11g
Agua destilada csp

Nota: Los reactivos se preparan y conservan a tem-
peratura ambiente en frascos de 1 litro color cara-
melo. Para la contra-coloracion se mezclan 15 ml de
cada reactivo en el momento que se va a utilizar.
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« Fijador

Para 1 litro:
Reactivo Cantidad
Acido sulfosalicilico 50 g
Acido tricloroacético 110g
Agua destilada csp

Nota: El reactivo se prepara y conserva a temperatu-
ra ambiente en un recipiente de plastico

b) Coloracién con Coomassie

Para 500 ml:
Reactivo Cantidad
Coomassie Brilliant Blue R250 5g
Acido acético glacial (Mallinckrodt) 25 ml
Alcohol etilico (uso medicinal) 237,5 ml
Agua corriente 237,5 ml

Nota: El reactivo se prepara y conserva a temperatu-
ra ambiente, en una botella de alcohol vacia y seca.
Una vez realizada la coloracidn, el reactivo se recu-
pera en la misma botella. Posee una vida media de
3 meses.

Procedimiento para realizar IFx mediante técnica
manual en gel de acetato de celulosa gelatinizado:

« Se realiza segtn el método de Pizzolato y col.*®).

« Se cumplen todas las precauciones de bioseguridad
en el procedimiento.

o Se preparan y ordenan las muestras a ser analiza-
das de acuerdo a las listas de trabajo.

 Tomar con una pinza el extremo las tiras de ace-
tato de celulosa gelatinizado que se encuentran en
solucion de metanol al 40% y eliminar el exceso de
metanol, absorbiendo las tiras entre dos hojas de pa-
pel de filtro.

o Sumergir las tiras en el buffer de corrida (veronal
sddico) durante 5-10 minutos como minimo. Las
tiras que no se utilicen volverlas a la solucion con-
servante.

o Eliminar el exceso de buffer con papel de filtro
como en el paso anterior y rotular las tiras con mar-
cador indeleble.

o Cargar la cuba de electroforesis con el buffer y co-
locar el soporte de plastico con los puentes de papel
de filtro.



« Extender las tiras sobre el soporte de plastico en la
cuba electroforética, con la superficie activa del gel
hacia arriba (corresponde a la superficie opaca de la
tira).

« En una placa que contenga gotas del colorante azul
de bromofenol disecadas (para evitar diluciones de
las muestras) colocar una gota de los sueros, LCR u
orinas a sembrar, sobre cada una de las marcas de
colorante seco. Este se une a la albimina de la mues-
tra coloreandola de azul y actuando como marcador
de frente de corrida (por ser la albimina la proteina
mas anddica).

o Sembrar las muestras en seis calles, una calle con-
trol y las otras cinco calles donde se ensayardn cada
antisuero monoespecifico en cuestion.

1-Fijacién de sueros: se siembra en la primer calle el
suero puro de cada paciente y ésta sera la calle con-
trol a la que se le agregara el fijador. En el resto de las
calles en las que se ensayaran los distintos antisueros
monoespecificos se sembrara una dilucion del sue-
ro, de manera tal que se logre la precipitacion del
complejo antigeno-anticuerpo, por llegar a la zona
de equivalencia.

2-Fijacion de orinas: se siembra en la primera ca-
lle la orina pura de cada paciente y ésta sera la calle
control a la que se le agregara el fijador. En el resto
de las calles en las que se ensayaran los distintos an-
tisueros monoespecificos, se sembrard la orina pura
o una dilucion de la misma, de manera tal que se lo-
gre la precipitacion del complejo antigeno-anticuer-
po, por llegar a la zona de equivalencia.

o Efectuar la siembra de las muestras en cuestion, de
acuerdo al esquema dispuesto y utilizando el sem-
brador semimicro. ubicando la misma en el catodo
(polo negativo).

o Conectar la cuba a la fuente de poder para efectuar
la migracién electroforética.

Condiciones de corrida: a voltaje constante de 180
voltios (3-5 mA/ tira), se genera aproximadamente
1 mA por centimetro de ancho de tira. Duraciéon de
la corrida en estas condiciones: alrededor de 30 mi-
nutos.

« Se interrumpe la corrida y se agrega el antisuero
correspondiente en la zona de interés a investigar.
Nota: para la calle control se utiliza solucion fijadora
Dejar difundir los antisueros durante 15 minutos en
camara humeda.

a) Lavado y coloracién de tiras de IFx en suero

o Lavar las tiras con solucion fisiolégica y agitacion.
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Se realizan 6 lavados de 15 minutos cada uno. El
tiempo total de lavado debe ser de 1.5 hs como mi-
nimo.

« Una vez finalizado el lavado colocar las tiras en el
colorante Coomassie brilliant blue, durante 5 minu-
tos.

 Decolorar con 2 banos (de 15 minutos cada uno)
de decolorante (mezcla etanol-acido citrico-agua)
para obtener una clara visualizacién de las bandas
de precipitacion (de color azul-violaceo) sobre un
fondo claro.

« Realizar la evaluacion cualitativa final en conjunto
con los antecedentes del paciente”.

b) Lavado y coloracion de tiras de IFx en LCR y ori-
na

o Lavar las tiras con solucidn fisioldgica y agitacion.
Se realizan 6 lavados de 15 minutos cada uno. El
tiempo total de lavado debe ser de 1.5 hs como mi-
nimo.

« Luego lavar las tiras con agua destilada y agitacion
para eliminar la solucién fisiolégica que impregna
las tiras. Se realizan 5 lavados de 15 minutos cada
uno. El tiempo total del lavado debe ser de 1 hora y
15 minutos como minimo.

« Telir las tiras con la técnica de coloracion argénti-
cay agitacion constante, hasta visualizacion de ban-
das. El reactivo de coloracién con plata se prepara
en el momento. Se mezclan 25 ml de reactivo ferroso
mas 5-6 gotas de reactivo de plata.

« Se sacan las tiras del colorante y se colocan en agua
destilada con agitacion

« Se procede a la evaluacion cualitativa inicial junto
con la corrida control.

« Luego se realiza la contra-coloracion segun la téc-
nica de Berson (mezcla de cloruro férrico, ferricia-
nuro de potasio y acido oxdlico) que aumenta 10
veces la sensibilidad de la coloracién, preparando la
mezcla en el momento. Se sumergen las tiras unos
segundos hasta obtener la visualizacion de las frac-
ciones proteicas (de color azul) sobre un fondo claro.
« Realizar la evaluacion cualitativa final en conjunto
con los antecedentes del paciente®.

Utilidad clinica

La IFx se utiliza para identificar proteinas particu-
lares, como un CM, a través de conocer su tipo de
cadena pesada y liviana (Figura 1) o para identificar
interferencia como el fibrinégeno, cuando se obser-
va la presencia de una banda homogénea en la zona
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B-y globulina en el proteinograma electroforético de
control y se hace necesario descartar la presencia de
un CM.

Figura 1. Paciente con un CM en suero de tipo
IgG-lambda, tipificado por IFx automatizada en gel
de agarosa.

B

También puede utilizarse como prueba cualitativa
para determinar la presencia de una proteina no
cuantificable por inmunoensayos, como la haptoglo-
bina en la hemoglobinuria paroxistica nocturna®?.
Es especialmente apta para resolver casos dificiles,
como por ejemplo:

o Establecer la identidad inmunolégica de gam-
mapatias biclonales.

HEMATOLOGIA « Volumen 26 Ne 2: pdginas, 2022

« Establecer la identidad inmunolégica de CM de
baja concentracion.

o Definir la remision completa de la enfermedad, de-
pendiente de confirmar la desaparicién por IFx del
CM original del paciente, gracias a la terapia apli-
cada.

o Definir patrones de oligoclonalidad en la region de
las y-globulinas, como las bandas oligoclonales que
suelen aparecer en el LCR de individuos con escle-
rosis multiple.

o Detectar interferencia que aparecen en las corri-
das electroforéticas como consecuencia del uso de
anticuerpos monoclonales terapéuticos, por ejem-
plo en pacientes con Mieloma Multiple (MM)©, o
por artefactos que responden a su unién a proteinas
plasmaticas, como la albumina, que los transporta
en sangre.

o Estudiar los perfiles electroforéticos atipicos en
pacientes con MM sometidos a trasplante aut6logo
de médula ésea (TAMO), permitiendo detectar la
presencia y estudiar la identidad inmunoldgica de
multiples bandas homogéneas (bandas oligoclona-
les) pos-TAMO (marcador de buen prondstico) y
establecer la clasificacion adecuada segun la guia de
criterios de respuesta al tratamiento aplicado®.
Finalmente, y en base a lo antes mencionado, re-
sulta fundamental para la interpretacion adecuada
de los resultados de la IFx, que el bioquimico tenga
conocimiento del estado general del paciente en el
momento de la toma de muestra, siendo aconsejable
contar con los datos del tratamiento realizado y la
medicacion que recibe.
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