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Resumen

El método de referencia para el estudio bioquimico de la esclerosis mul-
tiple (EM) es el isoelectroenfoque (IEE) y la evaluaciéon de las cadenas
livianas libres (CLL) podria brindar una informacién adicional de relevan-
cia. Por lo tanto, se propone evaluar la presencia de las CLL y la aplicabi-
lidad de los estados de polimerizacién en el estudio de la EM. Se puso a
punto un método compuesto por una separacién electroforética en gel de
poliacrilamida al 12,5% con posterior electrotransferencia (PAGE-WB) y
se realizé la evaluacion de 121 pacientes con sospecha de EM en simul-
téaneo al IEE. Los patrones de PAGE-WB relacionados con la EM fueron el
aumento de la concentracién de mondémeros Kappa o dimeros Lambda en
liquido cefalorraquideo (LCR) en comparacién con el suero. Este método
tuvo una muy alta significacién de asociacién con el IEE (p<0,0001) con
sensibilidad del 95%, especificidad del 90%, VPP 83% y VPN 97%. La
sintesis intratecal de CLL qued6 evidenciada por el aumento de inten-
sidad del monémero Kappa y/o el dimero Lambda observado en LCR. La
técnica de PAGE-WB para CLL demostré ser un método alternativo para
detectar la sintesis intratecal en pacientes con sospecha de EM.

Palabras clave: Cadenas livianas libres; Electrotransferencia; Bandas oligo-
clonales; Esclerosis maltiple

Application of an in-house method for the study of multiple
sclerosis

Abstract

The reference method for the biochemical study of multiple sclerosis (MS) is
isoelectric focusing (IEF) and the evaluation of free light chains (FLC) could
provide additional information of relevance. Therefore, it is proposed here
to evaluate the presence of FLC and the applicability of the polymerisation
states in the study of MS. A method consisting of a 12.5% polyacrylamide
gel electrophoretic separation with a subsequent electrotransfer (PAGE-WB)
was developed and the evaluation of 121 patients with suspected MS was
carried out simultaneously with the |IEF. MS-related PAGE-WB patterns were
the increase in the concentration of Kappa monomers or Lambda dimers
in CSF compared to serum. This method had a very high significance of
association with the IEF (p<0.0001) with 95% sensitivity, 90% specificity,
83% PPV and 97% NPV. Intrathecal synthesis of FLC was evidenced by the
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increased intensity of the Kappa monomers and/or Lambda dimers observed in CSF. The PAGE-WB
technique for FLC proved to be an alternative method to detect intrathecal synthesis in patients with
suspected MS.

Keywords: Free light chains; Electroblotting; Oligoclonal bands; Multiple sclerosis

Aplicagdo de um método interno para o estudo in house da esclerose mdltipla

Resumo

Ométodo de referéncia para o estudo bioquimico daesclerose mdltipla (EM) é a focalizagéo isoelétrica (IEE)
e aavaliagao de cadeias leves livres (CLL) poderiam fornecer informagdes adicionais de relevancia. Assim,
propde-se avaliar a presenga das CLL e a aplicabilidade dos estados de polimerizag&o no estudo de EM. Foi
desenvolvido um método que consiste na separagao eletroforética em gel de poliacrilamida a 12,5% com
posterior eletrotranferéncia (PAGE-WB) e a avaliacéo de 121 pacientes com suspeita de EM foi realizada
paralelamente a IEE. Os padrdes de PAGE-WB relacionados com a EM foram o aumento na concentragédo
de monbémeros Kappa ou dimeros Lambda em liquido cefalorraquidiano (LCR) em comparagdo com o soro.
Este método teve uma associagado de significadncia muito alta com o IEE (p<0,0001) com sensibilidade
de 95%, especificidade de 90%, VPP 83% e VPN 97%. A sintese intratecal de CLL foi evidenciada
pelo aumento de intensidade do monémero Kappa e/ou dimero Lambda observado em LCR. A técnica
PAGE-WB para CLL mostrou-se um método alternativo para detectar a sintese intratecal em pacientes

com suspeita de EM.

Palavras-chave: Cadeias leves livres; Eletrotransferéncia; Bandas oligoclonais; Esclerose miltipla

Introduccién

Las herramientas con las que cuenta el laboratorio
bioquimico para estudiar la esclerosis multiple (EM)
se fundamentan en la deteccion de biomarcadores
que indiquen una produccion intratecal de inmuno-
globulinas. Dentro de ellas cobra particular interés la
deteccion de bandas oligoclonales (BO), cuyo método
de referencia es el isoelectroenfoque (IEE) de inmu-
noglobulina G, en muestras pareadas de liquido cefa-
lorraquideo (LCR) y suero (1) (2). Los criterios de Mc-
Donald (3) destacaron la utilidad de las BO, junto con
la aparicién de lesiones por resonancia diseminadas en
espacio, tanto en el diagnéstico de EM en pacientes con
sindrome clinicamente aislado (SCA) como en la pro-
gresion desfavorable de esta ultima entidad (3) (4). Tal
es asi que la deteccion de BO en LCR fue positiva en el
93% de los individuos con SCA que progresaron a EM,
respecto al 49% de los que no evolucionaron a EM con
BO positivas (5).

La sensibilidad diagnostica de las BO en pacientes con
EM es cercana al 88% y del 69% para SCA con una fuerte
prediccion de conversion a EM (6).

Actualmente se esta estudiando el papel de las cade-
nas livianas libres (CLL) Kappa (K) y Lambda (L) como
marcadores de sintesis intratecal de inmunoglobulinas
por ser una herramienta rapida y cuantitativa (7). Por
una parte, el aumento de su concentraciéon en el LCR
respecto a la del suero (8) representa un cambio de
gran magnitud debido a que, por su bajo peso mole-
cular, se eliminan en el rinén y sus niveles plasmaticos
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permanecen bajos. Si bien algunos autores (6) (7) con-
sideraron que es el parametro bioquimico mas sensible
para pronosticar la evolucion de SCA a EM, el método
aun no ha sido estandarizado (8) (9).

Por otra parte, se describié que, en ciertas patolo-
gias, incluida la EM, puede modificarse la relacién en-
tre la cantidad de monémeros (25 kDa) y dimeros (50
kDa) de CLL en el LCR respecto al suero (10) (11).

El objetivo de este trabajo fue evaluar, mediante un
método in house, la aplicabilidad de los estados de poli-
merizacion de las CLL en el estudio de la EM.

Materiales y Métodos

Se establecieron las mejores condiciones del ensayo
y se realizé una comparaciéon con muestras de pacien-
tes clasificados con el método de referencia, el IEE.

Muestras

Se estudiaron muestras pareadas de LCR y suero de
121 pacientes con sospecha de EM. Se analizaron de
acuerdo a los criterios de clasificacién establecidos para
el IEE (Tabla I); los perfiles de tipo II y III se conside-
raron positivos.

Cuantificacién de IgG en suero y en LCR

Se realiz6 por turbidimetria en el equipo SPA PLUS
(Binding Site. Birmingham. Reino Unido).



Tabla I. Criterio de clasificacién del isoelectroenfoque.

Tipo BO en LCR BO en suero Resultado
| - - Negativo
Il ++ - Positivo
Il +++ + Positivo
IV +++ +++ Negativo

BO: Bandas oligoclonales.

Isoelectroenfoque

Se utilizé el equipo Hydragel CSF Isofocusing (Inter-
Lab. Roma, Italia), de acuerdo a las indicaciones del
fabricante. Las proteinas se fraccionaron en funcion de
su punto isoeléctrico. Posteriormente, se realizé una
fijacion con anti-IgG conjugado con peroxidasa y se co-
lorearon las inmunoglobulinas de interés. Se consideré
un resultado positivo cuando en el LCR se observaron,
al menos, dos bandas extras respecto al suero (12) (13).

Separacién electroforéticaen gel de poliacrilamida
con posterior electrotransferencia (PAGE-WB)

Para comparar los resultados entre LCR y suero se
consideré que las moléculas de IgG séricas atraviesan
la barrera hematoencefilica hasta igualar las concentra-
ciones y que, como consecuencia, un aumento relativo
de CLL en el LCR indica sintesis intratecal. Con base en
este fundamento, se diluy6 el suero hasta igualar la con-
centracion de IgG del LCR respectivo.

Las muestras se sembraron en un gel de poliacrilami-
daal 12,5% con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) y se
fraccionaron en un equipo Mini Protean Tetra cell System
(Bio-Rad. California. EE.UU.) a 200 V durante 45 minu-
tos en buffer Tris/glicina/SDS.

Posteriormente, se realiz6 una electrotransferencia
en una membrana de nitrocelulosa de 0,45 pm (Hybond-
ECL. Amersham Biosciences. Buckinghamshire. Reino
Unido) en tampoén Tris/glicina/metanol, aplicando un
amperaje constante de 100 mA durante 90 minutos.
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Para identificar las CLL se incub6 la membrana con
antisueros anti-Kappa y anti-Lambda de origen caprino
(Biocientifica, Buenos Aires, Argentina) diluidos 1/50
en solucién fisiolégica durante 2 horasy, luego de 4 la-
vados de 15 minutos, con anti-IgG caprino conjugado
con peroxidasa (Sigma-Aldrich, San Luis, EE.UU.) di-
luido 1/1000 durante 4 a 6 h. Finalmente, las membra-
nas se colorearon con 4-cloro-l-naftol (Sigma-Aldrich.
San Luis. EE.UU.), se fotografiaron y analizaron con
el programa de imagenes Image Jversion 1.3v (National
Institutes of Health. EE.UU.). Debido a la escasa concen-
tracion proteica de las muestras, el control de la elec-
trotransferencia se colore6 con tincion argéntica (14).

Para excluir pacientes con gammapatias monoclona-
les, se realiz6 un proteinograma sérico en acetato de ce-
lulosa y posterior coloraciéon con Negro Amido.

Andlisis estadistico

Se establecieron los puntos de corte de las bandas
obtenidas por PAGE-WB mediante el andlisis de las cur-
vas ROC (Caracteristica Operativa del Receptor). El
desempeno del método, tomando como referencia al
IEE, se evalué con el fest exacto de Fisher de una cola,
con un grado de significacién del 5%. El analisis estadis-
tico se realiz6 con la aplicacién GraphPad Prism version
5.03 (California. EE.UU.).

Resultados

Del analisis ROC de la intensidad relativa de los dis-
tintos estados de polimerizaciéon (dimeroy monémero)
de las CLL en LCR respecto al suero por PAGE-WE, se
observo que el desbalance de las CLL entre LCR y suero
fue discriminativo a partir de 1,45 para el monémero K
y de 1,20 para el dimero L. No obstante, estos perfiles
fueron evidentes a simple vista (Fig. 1).

Con dichos criterios se compararon 121 muestras de
PAGE-WB respecto a IEE y los resultados se muestran
en la Tabla II.

Tabla Il. Comparacidn de resultados entre PAGE-Western Blot e isoelectroenfoque.

Resultados por PAGE-WB (intensidad LCR > suero)
Clasificacién por IEE
Positivos n=46 Negativos n=75
Tipo n=121 Monémeros K Dimeros L Monémeros K y dimeros L
(100%) n=7 n=8 n=31
| Negativo 17 (14) 1 (6) 1 (6) 15 (88)
Il | Positivo 21 (17) 2 (10) 3 (14) 15 (71) 1(5)
Il | Positivo 19 (16) 4 (21) 3 (16) 11 (58) 1(5)
IV | Negativo 64 (53) 1(2) 1(2) 4 (6) 58 (91)

Referencias: |EE: isoelectroenfoque, PAGE-WB: Poliacrilamida-Western blot, K: Kappa, L: Lambda.
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Figura 1. Resultado negativo y positivo por PAGE-Western blot.

Se diluy6 el suero de cada paciente hasta igualar la concentracion de 1gG con su respectivo LCR. De izquierda a derecha:
gel coloreado con tincién argéntica, immunoblotting frente a anti-Kappa, immunoblotting frente a anti-Lambda. Panel A:
Paciente negativo por PAGE-Western blot. Panel B: Paciente positivo por PAGE-Western blot.

Referencias: L: LCR, S: suero, D: dimero, M: monémero, Igs: inmunoglobulina completa.

De acuerdo con la clasificacién por IEE, 17 pacien-
tes (14%) fueron de tipo I, 21 (17%) de tipo II, 19
(16%) de tipo Il 'y 64 (53%) de tipo IV. En base al
IEE, en total 40 (33%) de ellos fueron considerados
positivos para BO. En cambio, el estudio de PAGE-WB
evidenci6 una sintesis intratecal de CLL en 46 de los
121 pacientes estudiados (38%). El estudio PAGE-WB
de CLL coincidi6 en el 95% (38/40) de los individuos
clasificados como de tipo Il y III por IEE y en el 9,9%
(8/81) de los de tipo Iy IV. Los tres perfiles observa-
dos en PAGE-WB (Fig. 2) de los pacientes con altera-
cion de la sintesis intratecal de CLL, fueron: un au-
mento relativo del monémero K, presente en el 15,2%
(7/46), un incremento del dimero L, en el 17,4%

1ILS 2LS LS 4LS 5LS

(8/46), y la combinacion de los 2 perfiles anteriores,
en el 67,4% (31/46).

La sensibilidad de PAGE-WB respecto a IEE, para
el amento del monémero K y/o dimero L fue 95%,
la especificidad 90%, el valor predictivo positivo 83%
y el valor predictivo negativo 97%, con una muy alta
significacion de asociaciéon entre variables ($<0,0001)
(Tabla III).

E188,2% (15/17) de aquellos pacientes sin evidencia
de BO, clasificados como de tipo I por IEE, no mostra-
ron perfiles alterados de la sintesis intratecal de CLL.
La falta de coincidencia de resultados en dos pacientes
se debi6 a que en uno de ellos se detect6é un desbalan-
ce en monomeros Ky, en el otro, de dimeros L.

1ILS 2LS 3LS 4LSsLS

Figura 2. Criterios de positividad para PAGE-Western blot: monémeros Kappa y/o dimeros Lambda,
mayores en LCR que en suero.

Cinco pacientes, cada uno con su respectivo LCR y suero. Distintos patrones de positividad en pacientes
1, 2y 3. Paciente 1: Dk + Mk + DA. Paciente 2: Mk + DA. Paciente 3: DA. Pacientes 4 y 5: Negativos.

Referencias: L: LCR, S: suero, D: dimero, M: monémero.

Acta Bioquim Clin Latinoam 2022; 56 (1): 3-9



Tabla Ill. Tabla de contingencia entre la deteccién de bandas
oligoclonales IgG por el método de isoelectroenfoque y la de-
teccién de cadenas livianas libres por poliacrilamida-Western

Blot.
BO + IEE BO - IEE
pcewss | % ®
(Iiké E-WB- 2 3

Criterios de positividad para IEE: 2 0 méas bandas extras en LCR con
respecto al suero. Criterio de positividad para WB: Monémero Kappa
y/o dimero Lambda, mayor en LCR que en suero.

Referencias: BO: bandas oligoclonales, IEE: isoelectroenfoque, CLL: cadenas
livianas libres, PAGE-WB: Poliacrilamida-Western Blot.

De los 40 pacientes con BO(+) por IEE (patrones
tipo Iy III), el 95% (38/40) presentaron un perfil pa-
tolégico en el PAGE-WB, con alteraciones de las CLL.
En 20 de los 21 pacientes clasificados como de tipo 11
por IEE, 2 tuvieron un incremento de monémeros K; 3
presentaron incremento de dimeros Ly los 15 restantes
(71%), ambos incrementos; uno no presenté perfil pa-
tologico en el PAGE-WB.

En 18 de los 19 pacientes con IEE de tipo III, 4 evi-
denciaron incremento de monoémeros K; 3 de dimeros
Lylos 11 restantes (58%) ambos incrementos, mientras
que en uno no se evidenciaron alteraciones.

E190,6% (58/64) de los pacientes con IEE de tipo IV
(similar perfil de bandas en el LCR y en el suero) no
mostraron desbalances en las CLL. De los seis pacientes
discordantes que mostraron alteracion de las CLL, uno
present6 incremento de monoémeros K, otro paciente
tuvo incremento de dimeros Ly, en los cuatro restantes
se presentaron ambos incrementos.

Discusion y Conclusiones

La ventaja de esta técnica es el andlisis combinado
de la cantidad relativa de las CLL y su estado de polime-
rizacién; el aumento de monémeros K podria formar
parte del criterio para el diagnostico de EM.

En este estudio, seis pacientes con BO presentaron
aumento solamente de monémeros K y seis solamen-
te de dimeros L. Segun Kaplan et al, el incremento de
los primeros es coincidente con EM, mientras que el de
los segundos esta asociado también a otras neuropatias
inflamatorias (11). EI hallazgo mas frecuente en los pa-
cientes con sospecha de EM fue el aumento de moné-
meros Ky de dimeros L. Esta es una observacién previa-
mente publicada, que permiti6 discriminar a individuos
con BO debidas a EM respecto a otras enfermedades
neurolégicas (11). Varios estudios concluyeron que el
incremento de CLL de tipo L, cuantificadas con equi-
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pos comerciales, es poco sensible para predecir la pro-
gresiéon de SCA a EM (7) (15); por lo tanto, aquellos
pacientes que solo presentan alteraciones de esta CLL,
podrian estar padeciendo un episodio inflamatorio o
pertenecer a un fenotipo de EM poco frecuente, cerca-
no al 15%, que no se manifiesta como la clasica forma
recidiva recurrente (7) (16) (Fig. 3).

X ERIEF

%

T
A\ EBIFS
A Erapp
>

EMRR

S
F

Figura 3. Patrones de sintomas que definen los subtipos
de esclerosis multiple.

Referencias: SCA, sindrome clinicamente aislado; EMRR, esclerosis multiple
recurrente/remitente; EMPP, esclerosis multiple progresiva primaria; EMPS,
esclerosis multiple progresiva secundaria; EMRP, esclerosis multiple recidi-
vante-progresiva-. Modificado de Lo Sasso et al. (8).

En cuanto a los ocho pacientes que presentaron alte-
racion de sus CLL por PAGE-WB, clasificados como de
tipo I (dos pacientes), y de tipo IV (seis pacientes), en
concordancia con lo anterior, se podria decir que la evi-
dencia del aumento del monoémeros K en seis de ocho,
orientaria probablemente hacia EM, mientras que los
restantes podrian ser también sugestivos de otras patolo-
gias inflamatorias. Ademas, el incremento de CLL en el
LCR no es exclusivo de la sintesis de IgG, sino también
de las otras clases de inmunoglobulinas (17). Esto reafir-
maria lo descripto por otros investigadores (17) 18) (19)
(20) y confirmaria la utilidad del estudio de las CLL (11)
(15) en simultaneo con el IEE, en el caso de BO negati-
vas (21). Ademas, es posible que la deteccion de BO por
IEE, sea dificultosa en los pacientes que presentan un pa-
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tron de tipo IV y el hallazgo de la produccién intratecal
de CLL permitiria instaurar una conducta clinica similar
a la de los pacientes de tipo III. Tal vez, la combinacién
del tipo de IEE y la evaluacién cualitativa de dimeros y
monoémeros, podrian orientar hacia la patologia, lo que
deberia ser objeto de futuras investigaciones. La combi-
nacion de ambos métodos podria aumentar la sensibili-
dad diagnéstica y pronoéstica de EM frente a la presencia
del monémero K (5). Desde el punto de vista clinico es
necesario contar con marcadores de progresion a EM;
fundamentalmente en aquellos individuos con SCA que
podrian tener una progresion desfavorable; en pacientes
clasificados como de tipo I por IEE, si no se hall6 una
patologia causal, y para los de tipo IV que no pueden
definirse por el método de referencia.

En cuanto a la discordancia por ausencia de alteracio-
nes de las CLL en dos individuos con BO, uno clasificado
como de tipo Il y otro, como de tipo 11, tal vez, la canti-
dad de CLL podria reflejar diferencias en la inflamacion
en el sistema nervioso central de pacientes que tienen el
mismo estado de BO, lo cual seria de importancia para
la practica clinica (5). Como las discordancias halladas
entre ambos métodos podrian interpretarse como una
sintesis intratecal antigua y momentaneamente detenida
de IgG o como una progresion a EM activa y no manifes-
tada por las BO, el estudio de las CLL deberia incorpo-
rarse en conjunto al método de referencia, para estimar
la progresion de la enfermedad o, al menos, iniciar un
protocolo de seguimiento mas estricto del paciente.

Asimismo, el método in house descripto no requiere
equipos costosos y es aplicable a los laboratorios clinicos
para estimar la sintesis intratecal de inmunoglobulinas
con una sensibilidad y especificidad comparables con el
método de referencia. Si bien no existe un método de
laboratorio 100% eficaz, el estudio simultaneo de las BO
por IEE y de las CLL por PAGE-WB, podria aumentar la
capacidad diagnostica al considerar no solo el aumen-
to de CLL, sino también los estados de polimerizacion,
y podria detectar de manera precoz la evolucion a EM,
o hacia otra patologia, y definir aquellos pacientes con
sospecha de EM donde las BO no resulten concluyentes.
En este trabajo se compar6 el método implementado en
el laboratorio de PAGE-WB con el método de referencia
IEE, en muestras con sospecha de EM, validando asi su
utilizacién como biomarcador para la sintesis intratecal
de inmunoglobulinas con el aumento relativo de mon6-
meros Kappa y/o dimeros Lambda. A partir de dicho re-
sultado, se continuara estudiando el caso de BO negativas
con aumento de las CLL en pacientes con diagndstico
conocido, para definir la importancia del hallazgo.

En conclusion, la evaluacion de la aplicabilidad de los
estados de polimerizacion de las CLL en comparaciéon
con la deteccion de bandas oligoclonales IgG por IEE,
tuvo una asociacion significativa con la presencia del
aumento relativo de monoémeros Kappa y/o dimeros
Lambda.
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