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La fase Pre-Analitica en el estudio de las Crioglobulinas
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En el siguiente trabajo bioquimicos
del Area de Proteinas del Laboratorio
Génesis-Manlab nos muestran la
importancia de la fase pre-analitica en el
estudio de las crioglobulinas. Haciendo
hincapié en la importancia de llevar
adelante el protocolo de normas pre-
establecidas para llegar a un diagndstico
acertado de la patologia.
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Introduccion

Las crioproteinas son proteinas
séricas que precipitan de manera reversible
atemperaturas menores a 37°C. Existen dos
tipos de crioproteinas: criofibrindgeno y
crioglobulinas. El criofibrinédgeno (formado
por complejos de fibrinégeno-fibrina)
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precipita solamente en plasma. Las
crioglobulinas son inmunoglobulinas (lgs)
que precipitan tanto en suero como en
plasma. La solubilidad de la proteina
depende de la concentracidén, la
hidrofobicidad, el tamafio y la carga
superficial, temperatura de la solucién, pHy
fuerza idnica de la particula; por ello
cualquier alteracién en alguno de estos
factores podriafavorecer la precipitacion.

CLASIFICACION DE CRIOGLOBULINAS

Tipo I: formado por Igs monoclo-
nales asociadas a desérdenes inmunopro-
liferativos tales como: leucemia linfocitica
cronica, linfoma no Hodgkin de células B,
mieloma multiple y macroglobulinemia de
Waldenstrom (MW). Aunque también
pueden ser asintomaticos. Precipitan
dentro de las 24 hs. y pueden causar
sintomas de hiperviscosidad y trombosis.

La MW es la principal patologia
causante de crioglobulinemia de Tipo I. El
mecanismo esta basado en la alteracion de
células B que resulta en la acumulacion de
células linfoplasmocitarias (sobre todo en
medula dsea) que secretan un anticuerpo
monoclonal de tipo IgM. Esta IgM tiene la
capacidad de precipitar con el frio
produciendo la crioglobulinemiade tipo.

Tipo MIXTA: formado por inmuno-
complejos (IC) conteniendo Igs policlonales
con (Tipo Il) o sin (Tipo Ill) un componente
monoclonal. Puede llevar hasta 7 dias ver el
precipitado. Enfermedades asociadas:
artritis remautoidea, sindrome de Sjogren,
lupus eritematoso sistémico, enfermedades

linfoproliferativas, enfermedades hepa-
ticas, enfermedades renales, infecciones
(hepatitis C), S.I.D.A., vasculitis de Kawasaki
y urticaria por frio.

PATOGENIA, DIAGNOSTICO Y TRATA-
MIENTO.

La crioglobulinemia es la conse-
cuencia de precipitados intravasculares de
Igs, que pueden producir (en forma
reversible) obstruccion mecédnica de
pequefios vasos, desencadenando el
fendmeno de Raynaud y vasculitis mediada
por IC, particularmente en piel, nervios
periféricos y rifnones.

El cuadro clinico es muy hetero-
géneo y presenta diversas manifestaciones
entre las que se encuentran: fiebre,
sudoracion nocturna y pérdida de peso.
Astenia y adinamia en el contexto de un
paciente con anemia (hemolitica o
ferropénica), infecciones sinusales vy
bronquiales recurrentes dadas por la
hipogammaglobulinemia, acrocianosis,
Ulceras, dolor muscular en extremidades,
secundarios a una miopatia o neuropatia
por IgM. El dafio axonal se debe a la oclusién
de los “vasa nervorum” por precipitacion de
crioglobulinas o vasculitis. A pesar de que la
neuropatia puede ser detectada con un
examen fisico cuidadoso, los estudios
neurofisiolégicos son esenciales para el
diagndstico.

El sistema musculo esquelético
también esta frecuentemente afectado. Las
artralgias comprometen principalmente
rodillas, tobillos y articulaciones



interfalangicas y metacarpofaldngicas.

El diagndstico se basa en los
hallazgos tanto clinicos y de laboratorio,
donde se debe tener en cuenta la presencia
de crioglobulinas circulantes, la disminu-
cién de los niveles de complemento (C4 y
C1q)ylapurpura ortostatica, caracteristicos
delaenfermedad.

Debe sospecharse presencia de
crioglobulinas en pacientes con altera-
ciones multiorganicas inexplicables en piel,
higado, rifiones, nervios periféricos, etc. y
frente a la triada caracteristica de la
enfermedad: purpura, debilidad y
artralgias.

Los valores séricos de crioglo-
bulinas no se correlacionan con la severidad
ni el pronéstico de la enfermedad. A la hora
de diagnosticar es importante diferenciar
las crioglobulinas de tipo | de la
crioglobulina de tipo mixta.

El objetivo de la terapia es no solo la

mejoria clinica de los pacientes sino limitar
la precipitacion in vivo de crioglobulinas y
los efectos inflamatorios resultantes. La
terapia debe individualizarse en cada caso,
segun la severidad de los sintomas clinicos y
el trastorno subyacente. Es por eso que no
se recomienda dar tratamiento a pacientes
asintomaticos incluso en presencia de
niveles altos de criocrito.

En pacientes con manifestaciones
graves de crioglobulinemia (nefropatia,
Ulceras en piel, neuropatia sensitiva y
motora, vasculitis generalizada, etc.) se
puede recurrir a la plasmaféresis, donde se
remueven las crioglobulinas de circulacién
evitando que éstas se depositen. Esta
alternativa no se usa como monoterapia
sino que es combinada con un tratamiento
inmunosupresor.

Evaluar la respuesta al tratamiento,
se realiza mediante el seguimiento clinico
de los pacientes, ya que por la variabilidad
intrinseca y la dificultad de la estimacién de
crioglobulinas, no se considera éste como

un método de seguimiento Unico en estas
circunstancias.

LABORATORIO

Las crioglobulinas son un hallazgoin
vitro. Lamentablemente no hay un estandar
internacional aceptado por lo que algunos
laboratorios determinan el criocrito (% de
crioglobulinas en suero total) y otros
cuantifican el contenido de proteinas
totales, ambas son medidas indirectas de la
concentracion de crioglobulinas ya que
también detectan la presencia de otras
proteinas, como albuminay fibrinégeno.

No se recomienda hacer medicio-
nes séricas de rutina, sino solo ante la
sospecha clinica de una patologia de base.

El test de crioglobulinas esta poco
usado en la practica clinica. La variable mas
importante en la estandarizacion del mismo
es la toma de muestra inapropiada (la cual
retrasa el diagnostico de crioglobulinemia).
La fuente de error mas comun son los falsos
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negativos por la pérdida del crio precipitado
durante el transporte y almacenamiento.

TOMA DE MUESTRA

La sangre debe ser recolectada (sin
anticoagulante), coagulada, centrifugada y
transportada a 37°C. Cuando no se cuenta
con una centrifuga precalentada, las células
debe sedimentarse a 37°C y el suero debe
ser separado a la misma temperatura sin
centrifugarse. Elevadas concentraciones de
crioglobulina de tipo | tienden a precipitar a
temperaturas mds altas. Cuanto mas
elevada es la temperatura de precipitado
mas severos son |os sintomas.

La duracidn de la crio precipitacion
a 4°C varia de 9 a 12 dias. Una minima
incubacion de 3 dias es requerida para
evitar el subdiagnostico de crioglobu-
linemia mixta.

PRUEBA POSITIVA: muestra turbia o blanca
a 4°C. Colocar la muestra a 37°C durante 2
hs, y se clarifica la muestra. Si mantiene el
color blanquecino no son crioglobulinas, se
debe aotracosa.

PRUEBA NEGATIVA: muestra limpida o sin
turbidez a 4°C. Esto quiere decir que no hay
crioglobulinas presentes.

CAUSA DE FALSOS NEGATIVOS:

-Laestufanoestaa37°C.

-Lamuestra nose mantuvo a 37°Chasta que
se formo el codgulo.

- La muestra se centrifugaamenosde 37°C.
- La muestra no es almacenada a 4°C por 72
hs.

CAUSA DE FALSOS POSITIVOS:

- Paciente lipémico, la lipemia no es un signo
de crioglobulinemia.

- Uso de anticoagulantes en la toma de
muestra.

Luego de la crioprecipitacién se
debe lavar la muestra con buffer (para evitar
contaminacién con proteinas normales del
suero) y concentrarla para su andlisis. Una
vez concentrada, la muestra es centrifugada
por ultima vez de donde se separa el
precipitado y el sobrenadante en tubos
diferentes. Se realiza una inmunofijacién

del sobrenadante y una inmunofijacion del
precipitado con el objetivo de determinar el
tipodelgs que lo conforman.

A propédsito de una muestra enviada al
laboratorio

Ingresa al laboratorio una muestra
de suero con pedido de proteinograma
electroforético e inmunofijacién. En el area
de proteinas, se realiza el proteinograma a
través de electroforesis capilar (EC) (Figura
1) y la inmunofijacién con antisueros
monoespecificos 1gG, IgA, 1gM, Kappa y
Lambda (Figura 2). La EC presentd un pico
monoclonal que no se pudo tipificar a través
de la IF ya que en éste no se observaba
ninguna banda homogénea ni componente
monoclonal.
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Figura 1. Electroforesis capilar.
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Figura 2. Inmunofijacién de la
misma. No se observa el CM, si restos de
precipitacion en la zona de siembra por
extraccionincorrecta.

Por los datos obtenidos, el area
sugiere estudiar la presencia de
crioglobulinas en suero. Se informa al
colega la importancia de la fase pre-
analitica para este estudio y se realiza una
nueva extraccion, cumpliendo esta vez con
todos los requisitos que demanda un
paciente con crioglobulinemia. La nueva
muestra, una vez en el drea de proteinas,
fue enfriada a 4 °C durante 3 dias y
centrifugada (Figura 3).
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Figura3.
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Muestras de suero sometidas a una
temperatura de 4 °C durante 3 dias. Tubo A:
Muestra obtenida por extraccion realizada
sin cumplir los pasos requeridos para el
estudio. Las crioglobulinas no se ven a
simple vista. Tubo B: Muestra obtenida por
extraccion realizada cumpliendo con todos
los pasos que requiere el estudio. Se
observa un precipitado color blanco
correspondiente alas crioglobulinas.

Se separé el sobrenadante del
precipitado en tubos distintos y se les
realizé una nueva IF donde se observaron
dos componentes monoclonales, uno
correspondiente a la cadena pesada IgG y el
otroalacadenaliviana Lambda (Figura 4).

S

Figura 4. Inmunofijacién del sobrenadante
(izquierda) y del crioprecipitado (derecha)
de la muestra con crioglobulinas de la
misma paciente.
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El andlisis a través de EC no
presentd diferencias con la curva de la
muestra previamente enviada. La EC se
realiza a temperatura de 379, razén por la
cual no hay modificacion de la curva.

CONCLUSION

El objetivo del presente trabajo es
demostrar la importancia de la fase pre-
analitica en el estudio de las crioglobulinas.
Observando la Fig.3, se aprecia a simple
vista la diferencia de los resultados
obtenidos que pueden llevar a un
diagndstico equivocado de la patologia que
pueda presentar un paciente si no se
cumplen las normas establecidas para el
estudio de las crioglobulinemias.
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