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RESUMEN

Introduccién: Las interferencias en el
proteinograma electroforético por electroforesis
capilar incluyen la aparicién de picos con
concentraciones y movilidades electroforéticas,
que podrian simular la presencia de un
componente monoclonal. Objetivos: Ante la
aparicién de un pico adicional con movilidad
intera - por electroforesis capilar (Minicap®-
Sebia), el objetivo fue identificar el interferente
y evaluar su relacién con la funcionalidad renal.
Material y métodos: Se estudiaron muestras
de suero que presentaron dicha interferencia en
un periodo de un ano mediante proteinograma
en soporte sdlido, electroinmunofijacién e
inmunoelectroforesis. Se adicioné in wvitro el
probableinterferente para confirmar su movilidad
electroforética. Se evalué el impacto de la
correccion de la interferencia con la herramienta
“eliminacién de artefactos” (Phoresis®-Sebia)
y la correlacién de la concentracién del pico a
linea de base del interferente con la estimacién
de la tasa de filtrado glomerular (CKD- EPI).
Resultados: La integracién a la linea de base
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de los picos fue de 0,07-0,36 g/dL. No se
observaron particularidades al realizar los
estudios complementarios. Se evidencié, en todos
los casos, la administracién de iopamidol como
medio de contraste, confirmandose su movilidad
electroforética por su adicién in vitro. Mediante
la herramienta “eliminacién de artefactos” se
recuperaron los niveles basales de las fracciones.
Se demostré la existencia de una correlacién
entre la concentracién del pico a linea de base del
interferente y la estimacién de la tasa de filtracién
glomerular por CKD-EPI (r=-0.534, p<0.0001).
Conclusiones: Se identificé al interferente
como lopamidol y se demostré su relacién con la
disminucién de la tasa de filtracién glomerular.

PALABRAS CLAVE: electroforesis de las
proteinas sanguineas; electroforesis capilar;
medios de contraste; laboratorios de hospital;
tasa de filtracién glomerular

ABSTRACT
Introduction: Interferences in the electrophoretic
proteinogram by capillary electrophoresis include
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the appearance of peaks with concentrations and
electrophoretic mobilities, which could simulate
the presence of a monoclonal component.
Objectives: In the light of an additional peak with
intera, - mobility by capillary electrophoresis
(MINICAP®-Sebia), the aim was to identify
the interferent and evaluate its connection to
renal functionality. Methods: Serum samples
that presented this interference over a period
of one year were studied by proteinogram on
solid  support, electroimmunofixation and
immunoelectrophoresis. The probable interferent
was added 77 vitro to confirm its electrophoretic
mobility. The impact of the interference
correction with the “artifact removal” tool
(Phoresis®-Sebia) and the correlation of the
baseline peak concentration of the interferent
with the estimation of the glomerular filtration
rate (CKD-EPI) were evaluated. Results: The
integration to the baseline of the peaks was 0.07-
0.36 g/dL. No particularities were observed
when performing the complementary studies. In
all cases, the administration of lopamidol as a
contrast medium was demonstrated, confirming
its electrophoretic mobility due to its in vitro
addition. Using the “artifact removal” tool,
the basal levels of the fractions were recovered.
The existence of a correlation between the
concentration of the baseline peak of the
interferent and the estimation of the glomerular
filcration rate by CKD-EPI was shown (r=-0.534,
p <0.0001). Conclusions: The interferent was
identified as Iopamidol and its connection to
the decrease in the glomerular filtration rate was
demonstrated.

KEYWORDS: clectrophoresis of blood proteins;
capillary electrophoresis; contrast media; hospital
laboratories; glomerular filtration rate

INTRODUCCION

La electroforesis de proteinas séricas es una
determinacién de laboratorio de rutina cuya
principal indicacién es la deteccién y cuantifi-
cacién de componentes monoclonales (CM)

94

y de perfiles proteicos asociados a situaciones
clinicas variadas, tales como pérdidas proteicas
selectivas o no selectivas, respuestas infeccioso-
inflamatorias agudas o crénicas, hepatopatias,
etc. Estos CM son la expresién de una prolif-
eracién clonal asociada a discrasias de células
plasmdticas o procesos linfoproliferativos.”

Las metodologias disponibles para la realiza-
cién del proteinograma electroforético (PRE)
en la actualidad se diferencian en el soporte
utilizado (acetato de celulosa, agarosa y elec-
troforesis capilar) y en la forma de deteccién
(unién a colorantes o deteccién al ultravioleta).
Las ventajas de la utilizacién de la electroforesis
capilar (EC) son su completa automatizacién,
resolucién y sensibilidad."?

Su principal desventaja es la posibilidad de

la aparicién de picos monoclonales relacionados
con interferencias iatrogénicas, lo cual ha sido
descripto desde la introduccién en la prictica
clinica de la EC.%” Cualquier sustancia que posea
un espectro de absorcién en 214 nm potencial-
mente podria llevar a la evaluacién errénea del
perfil seroproteico, simulando incluso la presen-
cia de un componente monoclonal (CM) con
distintas movilidades electroforéticas.®?
Los interferentes mas cominmente reportados
se circunscriben a medios de contraste
iodados no idnicos, tales como iohexol,
iopamidol e iomeprol, y, con menor frecuencia,
a ciertos antibidticos en altas dosis tales
como piperacilina-tazobactam, ampicilina-
sulbactam, trimetoprima-sulfametoxazol, con
tiempos de eliminacidn de circulaciéon que van
desde horas hasta dias."*!'V

El aumento en la utilizacién de estos
compuestos de uso cotidiano en el dmbito
hospitalario, puede impactar en la frecuencia de
aparicién de estas interferencias, siendo causales
de potenciales interpretaciones errdneas.

Segin el prospecto del fabricante, en
pacientes con funcién renal normal, los tiempos
de permanencia de iomeprol en circulacién luego
de una angiografia cardiaca son de 109 minutos,
mientras que se ha reportado que la permanencia
de la interferencia en el perfil electroforético por
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EC se mantiene por 12 horas, con ausencia total
de la misma a las 24 horas."*’® En pacientes
con funcién renal alterada, dicha eliminacién
se encuentra afectada y podria prolongar dicha
interferencia mds alld de las 24 horas.

Ante la aparicién de un pico adicional con
movilidad intera.-f por electroforesis capilar
(Minicap®Sebia) en una serie de casos, el
objetivo del presente trabajo fue descartar la
presencia de un CM, identificar el interferente,
estudiar su relacién con la funcionalidad renal
y disefiar un protocolo de accién para resolver
dicha interferencia.

MATERIAL Y METODOS

El estudio se llevé a cabo en muestras de
suero de 45/3757 (1.20%) pacientes internados
con solicitud de PRE que presentaron un pico
adicional con movilidad inter a,-f en un
periodo de un afio en el Servicio de Proteinas
del Hospital de Clinicas José de San Martin.

Con el objetivo de corroborar o descartar
la naturaleza proteica del pico adicional
hallado por EC, en un subgrupo de 6 casos
indices observados en un periodo de un mes,
se realiz6 PRE por EC (Minicap® Sebia),
PRE en soporte sélido (acetato de celulosa
gelatinizado - coloracién con Amido Schwartz),
electroinmunofijacién (IF) con antisueros
monoespecificos anti-y/o/u/k/N  (Sebia) con
coloracién argéntica (técnica “in house”)' e
inmunoelectroforesis (IEF) utilizando antisuero
anti-humano total (Biocientifica) para evaluar
la reaccién del pico con las coloraciones y los

antisueros utilizados en las determinaciones
clinicas habituales.

Se analizé bibliografia sobre interferencias en
ECy se registraron antecedentes e intervenciones
farmacol6gicas de los pacientes.

Se adiciond in vitro el probable interferente
(iopamidol, Iopamiron®370 Gobbi Novag S.A.)
a un pool de sueros de pacientes con cuadros
seroproteicos normales para confirmar su
movilidad electroforética (ME). Se tomé en
cuenta para el volumen de medio de contraste
a adicionar, la cantidad de frascos promedio
indicados por paciente y la volemia normal,
resultando en una dilucién éptima de 1/400.

Se evalué el impacto de la correccién de la
interferencia con la herramienta “eliminacién de
artefactos” (Phoresis®-Sebia).

Se analizé la correlacién de la concentracién
del pico a linea de base del interferente con la
estimacién de la tasa de filtrado glomerular
por CKD-EPI. Para dicho célculo se utilizd
la concentracién de creatinina obtenida por
el método Jaffé cinético con compensacién y
blanco de muestra (Cobas®c501, Roche), trazable
al método de referencia.

Se wutilizé el software GraphPad in Stat
(GraphPad Software - CA USA) para el andlisis
estadistico. Un p- valor <0.05 fue considerado
estadisticamente significativo.

RESULTADOS
La integracion a la linea de base de los picos
adicionales hallados con movilidad inter o -f

fue de 0,07- 0,36 g/dL (Imagen 1).

Imagen 1. Visualizacién de
un perfil electroforético con
un pico adicional con movi-
lidad inter o -B. La muestra
corresponde a un paciente
masculino de 72 afios con
antecedentes previos recientes
donde no se encontraba dicho
pico adicional. La concen-
tracién del mismo a linea de

base es de 0,35 g/dL.
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La presencia de los mismos no coincidia con
registros analiticos previos ni con sospecha clinica
o de laboratorio de gammapatia monoclonal.
Los pacientes provenian de distintos servicios
(UCO: 8; Clinica Médica, provenientes de 10
salas distintas: 30; UTI: 4; otros: 4) con una
mediana de edad de 74 anos (entre 25-92 afios) y
una relacién mujeres/hombres de 62% vs. 38%.

Al realizar el PRE en soporte sélido,
no se registré6 visualizacién de una banda
con movilidad similar ni el aumento por
superposicién de otras bandas en comparacién

con la electroforesis de un pool de sueros
(Imagen 2.a.). Se observéd precipitacién
policlonal ante los antisueros ensayados por
IF (Imagen 2.b.). La IEF no mostré aparicién
de arcos de precipitacién adicionales. (Imagen
2.c.). Se evidencié la coincidencia en la
administracion de iopamidol (IO) los dias
previos a la toma de muestra en todos los
casos, a la vez que se evidenci6 un incremento
en el nimero de pacientes por mes a los que
les fue indicado dicho medio de contraste.
(Imagen 3).

Imagen 2. Estudio del pico adicional para corroborar o descartar su naturaleza proteica.

a. Electroforesis en soporte
sélido (acetato de celulosa
gelatinizado) 'y  coloracién
con Amido Schwartz (unién
a proteinas): no se observa
ninguna banda adicional.

b. Electroinmunofijacién (IF)
con antisueros monoespeci-

ficos  anti-y/a/p/k/N  con
tincién argéntica (técnica “in
house” de alta sensibilidad):

se observa precipitacién poli-
clonal frente a todos los anti-
sueros ensayados.

c. Inmunoelectroforesis (IEF)
con antisuero anti-humano
total: no se observa ningin
arco de precipitacién adicio-
nal respecto a un pool normal.
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Al adicionar in vitro 10 en un pool de sueros,
se confirmé su movilidad electroforética por su-

perposicién de las curvas. (Imagen 4).

Imagen 4. Estudio de adicién iz vitro del probable interferente (iopamidol, Iopamiron®). La curva

continua corresponde a la

muestra del paciente indice de
la imagen 1, mientras que la
curva punteada corresponde
de pool
adicionada con el interferente
en una dilucién 1/400. La
superposicién de las curvas
permite evidenciar que la
movilidad del interferente
agregado se corresponde con

la del pico adicional hallado

a4 una muestra

f

|

en la muestra de suero del

paciente.

Para evaluar el impacto de la correccién de la
interferencia, se trabajé con una muestra de pool
(cuadro seroproteico normal con valores de todas
las fracciones dentro del rango referencial) (Ima-
gen 5.a) a la que se le adicioné iz vitro iopamidol
en una dilucién 1/400, observandose la aparicién
de un pico adicional con movilidad intera, -
cuya concentracién a linea de base fue de 0,56 g/
dL. Dicha presencia conlleva a un aumento de la
fraccién a, asi como a una disminucién del res-
to de las fracciones (Imagen 5.b). Al corregir la
interferencia con la herramienta “eliminacién de
artefactos”, se visualiza el trazado original de la
muestra manteniéndose los valores basales de las
fracciones. (Imagen 5.c)

Rev Nefrol Dial Traspl. 2019; 39 (2): 93-100. ISSN 0326-3428

Se determiné la existencia de una correlacién
estadisticamente significativa entre la concen-
tracién del pico a linea de base del interferente y
la estimacién de la tasa de filtracién glomerular
por CKD-EPI (r=-0.534, p<0.0001). (Gréfico 1).
De los 45 casos registrados, cuatro ingresaron con
solicitud de PRE en dos dias consecutivos (+1 y +2
del procedimiento con medio de contraste). En los
cuatro casos se detectd la persistencia de la inter-
ferencia con una disminucién promedio del 35%
de la concentracién del pico a linea de base en el
dia +2. En 3 de estos casos, se verificé un CKD-
EPI menor a 60 mL/min*1.73m* (promedio: 18
mL/min*1.73m?), mientras que, en el cuarto pa
ciente, el resultado fue de 73 mL/min*1.73m?2.
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Imagen 5. Evaluacién del impacto de la correccién de la interferencia con la herramienta
“eliminacién de artefactos” (Phoresis®-Sebia).

a. Muestra de pool cuyo perfil
y valores de las fracciones

corresponden a la de un cuadro .
. 1 Alb 4,52 g/dL
seroproteico normal. I
b. Muestra de pool adicio- "- a 0,30g/dL
nada con iopamidol en una | ] Mucsria basal ol o
dilucién 1/400: se observa la 7
. ., . .. f 1 B 0,70 g/dL
aparicién de un pico adicional /|
con movilidad inter o.,-f cuya AR . 5, NV Y o
concentraciéon a linea de base Alb 426 g/dL
es de 0,56 g/dL. Dicha presen- 5 e
cia conlleva a un aumento de Muestra
., i adicionada con a 1,19 g/dL
la fraccién o, asi como a una i
disminucién del resto de las B 0,67 g/dL
fracciones. Las lineas verticales Y 101 g/dL
delimitan la zo.na selec?lonada i = R
para la correccién mediante la I
herramienta “eliminacién de I Correccién con b DR
» | la herramienta
artefactos J [I i a 078 g/dL
c. Resultados luego de la 5.’ artefactos” B e
correccién: se recupera el perfil / \ _
: = Vo A NI TN Y 1,06 g/dL
proteico basal y los valores de i i ;
las fracciones.

0.4-
8 = ° e y=-0.001155"x + 0.2157
al ® =-0.534, p<0.0001
S 2 0-a ® Grifico 1. Anilisis de la
c @ correlacién entre la concen-
‘O @ . .
T 2 0.24 tracién del pico a linea de
g 5 base (g/dL) y la estimacién
= iy de la tasa de filtrado glo-
e £ 0.1- merular por CKD-EPI (mL/
8 © min*1.73m?).
o'o L] L] 1
0 50 100 150
CKD-EPI (mL/min*1.73m?)
DISCUSION de baja concentracién. La complejidad de la eva
El pico adicional observado en el proteino- luacién post-analitica del PRE-EC se debe a que
grama electroforético por EC en este grupo de las posibles interferencias pueden presentarse
pacientes podria llevar a la interpretacion errénea como picos desde la regién alfa-2 hasta la zona
de la presencia de un componente monoclonal gamma, por lo que antes de interpretarse deben
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utilizarse técnicas de especificidad adecuada
para su caracterizacién inmunoldgica en caso de
tratarse de proteinas que podrian imitar un CM
(fibrindgeno, variantes de C3, complejos hemo-
globina-haptoglobina, proteina C reactiva); o, de
sustancias iatrogénicas, que conllevarian a la
necesidad de otro tipo de procedimientos (salar
la muestra, tratarla con carbén activado).”

Se comprobé que el pico observado en el PRE
por EC en las muestras no es una proteina a través
del estudio de su capacidad de unién a colorantes
y de no ser reconocida por los antisueros
utilizados en la prictica clinica habitual,
postuldndose la presencia de una interferencia
no proteica. En base al registro de intervenciones
farmacoldgicas, se identifica la coincidencia en la
administracién de Iopamidol en todos los casos.
El ensayo de adicién iz vitro permitié comparar
la movilidad electroforética del pico adicional
hallado en las muestras a la del pico obtenido
por adicién del medio de contraste a un pool de
sueros. La coincidencia por superposicién de las
curvas identificé al interferente como Iopamidol.

El valor de las fracciones en g/dL del
proteinograma sérico proviene de la reparticién
del valor de proteinas totales en funcién del drea
bajo la curva obtenida en la electroforesis, por lo
que la presencia de un pico extra no proteico en
el trazado interfiere aumentando el valor de la
fraccion en la cual se encuentra en detrimento
del resto. La herramienta de “eliminacién de
artefactos” brinda la posibilidad de corregir dicho
trazado y restituir los valores de las fracciones
correctos.

Dado que el catabolismo del iopamidol
es en su totalidad por depuracién renal, en
aquellos pacientes con una disminucién
de su funcionalidad renal, es esperable que
la permanencia del medio de contraste en
circulacién asi como su potencial interferencia
en el PRE-EC se prolongue en el tiempo como
pudo observarse en nuestra serie de casos.

Es de notar que, por un lado, se ha
cuestionado que la cantidad de contraste
administrado influirfa en la concentracién del

pico detectado en el PRE-EC dado que estaria
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estrechamente relacionado con el lugar donde
se realizé la extraccién de sangre periférica, en
especial si hubiese sido obtenida de la misma via
en que se utiliza para la inyeccién del contraste;
¥, que, por el otro lado la bibliografia acerca del
tema, no ha reportado cinéticas de eliminacién
homogéneas en cuanto a la desaparicién de la
interferencia del suero en condiciones de funcién
renal alterada.!®151”

La identificacién de picos de baja
concentracién es un juicio cualitativo que
es dificil de estandarizar. Distintos autores
coinciden en que anomalias sutiles tienen la
misma importancia que un componente de
franca concentracién para identificar una
enfermedad potencialmente grave, por lo que
estos picos no deben dejar de estudiarse.* "

El plan de accién a futuro ante la aparicién
de un pico adicional con las caracteristicas
previamente descriptas involucra, en primera
instancia, estudiar los antecedentes de laboratorio
de proteinas del paciente y superponer la curva
de referencia del interferente para corroborar la
coincidencia en su movilidad electroforética e
inferir de este modo su identidad. En segunda
instancia, comprobar que el paciente haya
recibido iopamidol como medio de contraste
como maximo en las dltimas 48 horas, con
especial atencién a su “status renal”. En tal
sentido, se recomienda al plantel médico
reportar la administracién de iopamidol ante
la solicitud de PRE-EC y se establece el uso de
la herramienta “eliminacién de artefactos” para
corregir los valores de las fracciones y evitar una
posible interpretacién errénea.

Conflicto de intereses: Los autores declaran no
poseer ningun interés comercial o asociativo que
presente un conflicto de intereses con el trabajo
presentado.
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