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Método Automatizado para Tipificacion de Componentes Monoclonales
por Electroforesis Capilar (Immunotyping)
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Este articulo presenta una técnica
de separacidn electrocinética para
tipificacion de Componentes Monoclonales
(CM). Se la considera una tecnologia
intermedia entre el soporte de zona y la
cromatografia liquida. El sistema Capillarys
2 usa el principio de la electroforesis en
solucion libre, que es la forma mas
corrriente de la Electroforesis Capilar.
Separalas moléculas cargadas en funcion de
su movilidad electroforética propia en un
tampén de pH dado, segun el pH del
electrolito y de un flujo electro-
endosmatico mas o menos importante. La
inmunotipificacién se realiza empleando
antisueros monoespecificos anticadenas
pesadas (IgG, IgA e IgM) y anticadenas
livianas (kappa y lambda) de las
inmunoglobulinas.
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Introduccién

La electroforesis capilar es un
método de separacion electroforética en
medio liquido, totalmente automatizado
(EC). La inmunosustraccion (IS) o inmuno-
tipificacion (IT), fue desarrollada en 1977
por Aguzzi y col. para identificar los compo-
nentes monoclonales (CM) y fue realizada
sobre soporte de agarosa en forma manual
empleando los métodos electroforéticos de
laépoca.

Su aplicacién a la identificacion de
CM se realizaba Ginicamente en laboratorios
especializados dada la complejidad para la
preparacion de las placas de agarosa. Razon
por cual no se difundi6 su uso en los
laboratorios bioquimico clinicos.

La inmunofijacion en agarosa (IF)
parala tipificacién de CM no es aplicable ala
EC. En 1998 Bienvenu y col. aplican por
primeravezla ISenlaECy apartir del 2000,
se la aplica a los equipos totalmente
automatizados de EC (Capillarys 2 Sebia),
para la identificacion y tipificacion de
cadenas pesadas y livianas de la inmuno-
globulina intacta de los CM, denominando
almétodo Immunotyping.

Método

Es una técnica de separacion
electrocinética realizada en un capilar de
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didmetro interno inferior a 100 um, lleno de
un tampén compuesto por electrolitos. La
separacion se realiza en medio alcalino (pH
9,9). Se la considera una tecnologia inter-
media entre el soporte de zona y la
cromatografia liquida. El sistema Capillarys
2 usa el principio de la electroforesis en
solucién libre, que es la forma mas
corrriente delaEC.

Separa las moléculas cargadas en
funcion de su movilidad electroforética
propia en un tampdn de pH dado, segun el
pH del electrolito, y de un flujo electro-
endosmatico mas o menosimportante.

La inmunotipificacién se realiza
empleando antisueros monoespecificos
anticadenas pesadas (IgG, IgA, e IgM) y
anticadenas livianas ( kappay lambda) de las
inmunoglobulinas.

El Capillarys 2 realiza ocho electro-
foresis de suero en forma simultanea
porque tiene esa cantidad de capilares, las
muestras son aspiradas por presion
negativa en el anodo y su separacion se
realiza aplicando una diferencia de
potencial de 7.800 voltios en los extremos
de cada capilar. La deteccion directa de las
proteinas se realiza en el extremo catddico,
lalectura se efecttiaa 200 nmy el tiempo de
corrida es de cuatro minutos. Los capilares
se lavan entre cada muestra con una
solucion de lavado y luego con el tampén
empleado.



Para realizar el IT, el procedimiento es
similar al de una EC, la diferencia reside en
que se procesa una muestra por vez y el
fragmento dilutor es el que contiene seis
pocillos con los antisueros correspon-
dientes. (Fig. 1)
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con la muestra a analizar, colocando el
fragmento dilutor que tiene los antisueros.

Todo el proceso es completamente
automatico, las etapas son:

1. Dilucion del suero con un diluyente
especifico contenido en uno de los pocillos.
La dilucién se adapta a la concentracion de
inmunoglobulinas de la muestra.

2. Mezcla de la muestra diluida con los
diferentes antisueros. El complejo antigeno
— anticuerpo se forma rapidamente en el
medio liquido sin etapa de incubacion ni de
precipitacion.

3. Lainyeccion de las muestras tratadas se
realiza en los 6 capilares (en la parte
anddica), seguida de separacion electrofo-
rética de las proteinas en medio alcalinoy la
deteccion de las mismas en la parte catodica
a200nm.

4. Se superponen los perfiles de la EC con
los perfiles de los antisueros (IgG, IgA, IgM,
kappa y lambda), que permite la
caracterizacion de la proteina monoclonal.

(Fig.2)

®

Figura2

CW K kapp:

Todo el proceso se realiza en 14 minutos.

Cantroles valoradas y no valorados,
Controles liofilizados y liquidos,
Muttiparamétricos y especialidades.
Software Unity Web/Unity Real Time.
Informes interkaboralonos mensuales,
Control de calidad interno y externo

na - Tel/Fax: (+54& 11) §300-9060
gnostico.com.ar



Interpretacion

Es la etapa mas importante y
relativamente sencilla. Debe considerarse
que es un método poco conocido y que su
aplicacion puede ser efectuada tan solo por
los laboratorios que trabajen con EC.

Como el principio del método de IT
es la sustraccion, el pico que no se observa
es el correspondiente al CM. Es decir, que el
método se caracteriza por la desaparicion
de un pico con uno de los antisueros
anticadenas pesadas y con uno de los
antisueros anticadenas livianas. La fraccion
monoclonal detectada debe estar situada
en la misma posicion de migracion que la
banda detectada en el perfil de la EC (Fig. 2).
Esta imagen se observa en la pantalla del
monitor donde la curva original parece
superpuesta con la de cada uno de los
antisueros.

En presencia de varios CM, se aplica
la misma interpretacion. Estos casos, no tan
frecuentes, se corresponden con la
desrregulacién de dos o mas clones de
células B. Una gammapatia biclonal se
detecta por lapresenciade lasustraccion de
dos cadenas pesadas, iguales o diferentes, y
de dos cadenas livianas (iguales o
diferentes).

La desaparicion de varios picos con
uno de losantisueros anticadenas pesadasy
anticadenas livianas, nos indica que existe
una polimerizacion de las inmunoglo-
bulinas involucradas en los CM que se
observan en la EC. En éstos casos es nece-
sario realizar un tratamiento reductor con
beta-mercaptoetanol y repetir el analisis; la
interpretacion permitira dilucidar si se trata
de unabi, triconalidad o si es tan soloun CM

(Fig.3)
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Interferencias

Numerosos estudios realizados han
demostrado que la reaccion antigeno-
anticuerpo en fase liquida es diferente a las
reacciones que ocurren en un gel de
agarosa. Puede suceder que algunos
antisueros den lugar a reacciones cruzadas
con algunos CM por la caracteristica de los
mismos.

Considerando los principios
analiticos de los métodos actuales
(principios de la electroforesis de zona,
resolucion y sensibilidad), existe la
posibilidad remota, de no detectar algin
componente que se encuentre en muy baja
concentracion, en cuyo caso, se recurre a la
IFenagarosa.

Comentario

Nuestro laboratorio realiz6 durante
2009 un trabajo comparativo de IFy de IT, se

estudiaron 110 muestras en forma
simultanea por ambos métodos, cuyas
conclusiones se presentaron en el XIX
Congreso Argentino de Hematologia
realizado en Mar del Plata del 11 al 14 de
Noviembre de 2009.

Como todo método que requiere
interpretacion, la misma debe estar a cargo
de un profesional capacitado.
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