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Resumen

Introducciéon: ElI aumento de la prevalencia de enfermedades crénicas no
trasmisibles como el sindrome nefrotico, cirrosis hepatica y mieloma multiple,
requieren dentro de sus estudios una confirmacion diagnostica basada en una
electroforesis de proteina sérica, la cual se interpreta a través de un
densitometro. Objetivo: Demostrar la utilidad del programa ScanProt para
electroforesis de proteinas en la confirmacion diagnéstica de enfermedades

cronicas no trasmisibles en la provincia de Camaguiey. Material y métodos: Se
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realizé un estudio descriptivo transversal, en la provincia Camaguey, entre abril
de 2016 y enero de 2017. Se trabajé con pacientes con mieloma mdultiple,
procedentes del servicio de Hematologia de los Hospitales Amalia Simoni y
Manuel Ascunce Domenech, asi como con aquellos diagnosticados con
sindrome nefrético y cirrosis hepética, provenientes de los servicios de nefrologia
y gastroenterologia de este Ultimo centro hospitalario. Resultados: Las salidas
que aporta el programa utilizado reflejan los parametros quimicos relacionados
con las corridas electroforéticas de las enfermedades descritas anteriormente.
Estos parametros son: proteinas totales, albumina, Alfa 1 globulinas, Alfa 2
globulinas, Beta globulinas y Gammaglobulinas, las cuales tuvieron su
representacion grafica expresada en cinco fracciones, en cada una de las cuales
se ubican diferentes proteinas, marcando los patrones de las enfermedades en
estudio. Conclusiones: Existié correspondencia entre los patrones obtenidos por
densitometria descritos en la literatura y los alcanzados con el programa
ScanProt en las patologias analizadas. La aplicacién del programa contribuy6 a
la confirmacion diagndstica y evolutiva del estado de salud de los pacientes en
los cuales se emple6.

Palabras clave: electroforesis de proteinas; densitometria; mieloma

multiple; sindrome nefrotico.

Introduccion

Las proteinas desempefian un papel fundamental para la vida, son las
biomoléculas mas versatiles y diversas, imprescindibles para el crecimiento del
organismo Y realizan funciones diferentes. *

En afios recientes se ha incrementado el interés en la exploracion del
proteinograma, particularmente para el establecimiento de mapas que ayuden en
el descubrimiento de biomarcadores auxiliares en el diagnostico de diversos
padecimientos, entre los que se encuentran las enfermedades renales,'?
inflamatorias agudas y cronicas, cancer, cirrosis hepatica, y enfermedades

autoinmunes como el mieloma multiple.3



La electroforesis basada en la quimica analitica proporciona un mapa detallado
de las sustancias que forman una muestra bioquimica a través del proteinograma
para la deteccion de proteinas, representando cada sustancia por picos, donde la
amplitud de cada uno esta relacionada con la concentraciéon de cada sustancia
en la muestra.*

La electroforesis constituye parte importante del procedimiento rutinario del
analisis de los acidos nucleicos y proteinas. Asi como el microscopio permite
visualizar microorganismos y estructuras similares, la electroforesis ayuda a
observar los acidos nucleicos y proteinas al final del procedimiento.®

El suero contiene una variedad de proteinas diferentes que seran separadas
mediante electroforesis en cinco o seis fracciones (segun el método usado por el
laboratorio). Estas fracciones (también conocidas como “zonas” o “regiones”) se
denominan Albumina, Alfa 1, Alfa 2, Beta (que puede separarse en Beta 1 y Beta
2), y, Gamma.

La albumina, producida en el higado, se corresponde con una Unica banda y
representa aproximadamente el 60% de las proteinas séricas. Con el término
“globulinas”, se alude al resto de proteinas diferentes de la albumina. A
excepcion de las inmunoglobulinas y de algunas proteinas del complemento, la
mayor parte de proteinas son también de sintesis hepatica. Las inmunoglobulinas
normales presentes en el suero son diversas y presentan leves diferencias en su
estructura y carga eléctrica.

La electroforesis es una técnica que presenta mejoras sustanciales
principalmente por los pequefios volimenes de sustancias necesarias para el
estudio y rapidez con que se obtienen los resultados del analisis. Una de las
ventajas sobre otros métodos de separacibn es que requiere una
instrumentacion relativamente simple: fuente de alto voltaje, cubeta que contiene
solucion amortiguadora y tiras de acetato de celulosa (“Cellogel”).> Los
volimenes de muestra a analizar son extraordinariamente pequefios, y la

duracion del tiempo suele ser de 30 minutos.



Es importante la cuantificacion de cada una de estas fracciones para la
confirmacion de diferentes patologias, por lo cual se decidié utilizar el programa
ScanProt que permite realizar el electroforegrama una vez que se introduce la
imagen de la corrida electroforética en el mismo, y con ello contribuir a realizar el
diagnostico de certeza de diferentes enfermedades.®’

Los datos obtenidos a través de la corrida son cuantificados por densitometria,
técnica por la que se puede determinar la densidad de una sustancia. El
procedimiento mas habitual se basa en la proporcion de luz que deja pasar y
retiene una determinada masa.

Los densitdbmetros son espectrofotometros especializados que se utilizan para
cuantificar la cantidad de proteinas que se encuentra en una determinada banda.
Para este caso en particular existen algunos programas de computacion que
pueden realizar la tarea, como por ejemplo Scion Image. Son equipos de altas
tecnologias y de dificil adquisicion.

Es un software para el procesamiento de imagenes de papel de acetato de
celulosa, geles en agarosa o0 poliacrilamida. Procesa imagenes de
cromatogramas, permitiendo determinar el grado de pureza, la concentracion y
peso molecular de proteinas, sirve ademas para comparar perfiles
cromatograficos o densitogramas diferentes. Fue validado por su creador con
densitdmetro convencional. ElI ScanProt tiene utilidad practica en laboratorios de
investigacion cientifica y laboratorios clinicos.

La ventana principal consta de un Menu desplegable y sus respectivos botones
de acceso rapido en la barra de herramientas para las diferentes funciones y
operaciones. Cada elemento del menu se activa o desactiva automaticamente en
funcién de las opciones disponibles. Un dato importante para el manejo del
software es la introduccion del valor de las proteinas totales obtenida por el
método de Biuret.

Es importante la cuantificacibn de cada una de estas fracciones para la
confirmacion de diferentes patologias, la cual usualmente se realiza en el

densitometro, equipo que no se posee en la provincia, por lo cual se decidio



utilizar de manera alternativa el programa ScanProt que permite realizar el
electroforegrama una vez que se introduce la imagen de la corrida electroforética
en el mismo y con ello contribuir a realizar el diagnéstico de certeza de
diferentes enfermedades,®’ todo lo cual motivd la realizacion de esta
investigacion, con el objetivo de demostrar la utilidad del programa ScanProt
para electroforesis de proteinas en la confirmacion diagnostica de enfermedades

cronicas no trasmisibles en la provincia de Camaguey.

Material y método

Se realizdé un estudio descriptivo transversal, entre abril de 2016 y febrero de
2017, en el Laboratorio 3 de las Ciencias Basicas Biomédicas del CENIPBI, en la
UCM-C

Se trabajé con pacientes con mieloma multiple, procedentes del servicio de
Hematologia de los Hospitales Amalia Simoni y Manuel Ascunce Domenech, asi
como con aguellos diagnosticados con sindrome nefrotico y cirrosis hepatica,
provenientes de los servicios de nefrologia y gastroenterologia de este ultimo
centro hospitalario.

Los pacientes provenian de la consulta externa y de las salas en que se
encontraban hospitalizados. La poblacion objeto de estudio quedo constituida por
90 pacientes divididos en tres grupos de 30 cada uno.

Técnicas y procedimientos

Recogida de la informacion: Los datos de interés fueron recogidos de la
solicitud de ensayo realizada por el médico de asistencia, en la cual, ademas de
reflejar la impresion diagndstica y los datos clinicos se registraron también los
valores de las proteinas totales del paciente; determinacién que fue realizada en
los laboratorios de los lugares de origen, con la misma muestra que se envio a
nuestro laboratorio.

Como variables de interés se utilizaron los antecedentes patoldgicos personales,
los valores de proteinas totales y el electroforegrama descrito en el software, el

cual fue comparado cualitativamente con los patrones estandarizados en cada



patologia por densitometria.

Luego de realizar todos los pasos descritos en el manual del software se
procedioé a la comparacion de los patrones obtenidos con los descritos
tradicionalmente al realizar la electroforesis por la densitometria convencional.

Los resultados se presentaron en forma de graficos.

Resultados y discusion
Gréafico 1. Proteinograma normal de una corrida electroforética

interpretada por el ScanProt.
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Fuente: Programa ScanProt.

La primera muestra procesada fue de un paciente supuestamente sano que
tenia una concentracién de proteinas totales de 77,9 g/L, las cuales estaban
dentro del rango de normalidad ya que este es de 60 a 80 g/L. Tras la corrida
electroforética se obtuvo un patron normal visible con el software ScanProt, el
cual se compard con el descrito por densitometria y se comportd de manera
similar, por lo que se tom6 como patron de referencia al realizar cada corrida.

Es de vital importancia la introduccion del valor de las proteinas totales para el
calculo posterior de cada una de las fracciones por el software. A partir de ello
se obtiene una representacién grafica de las fracciones tal como refieren
numerosos autores entre los que podemos citar a Tizelius padre de las
electroforesis, que obtuvo el Premio Nobel por lograr la separacion de las

fracciones proteicas.!



Desde el punto de vista practico la utilizacibn de este software permite la
interpretacion de la electroforesis solo de forma cualitativa al analizar cada
fraccion y observar el patron electroforético, para determinar su correspondencia
0 no con patrones previamente conocidos, teniendo en cuenta la impresion
diagnéstica.

A diferencia de las electroforesis realizadas en el densitbmetro no permite
cuantificar el calculo exacto de la concentracion de cada fraccion. Con este valor
de proteinas totales que se introduce genera un céalculo segun la intensidad del
color desarrollado y ofrece una cifra aproximada. El valor real est4 en la corrida
que describe.

Gréfico 2. Proteinograma del sindrome nefrotico realizado en el ScanProt.
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Fuente: Programa ScanProt.

De los 30 pacientes con diagnéstico de sindrome nefrotico del estudio, 27, que
representaron el 90%, tuvieron una correlacion patologia-patrén electroforético
descrita en la literatura revisadas. Solo 3 de ellos para un 10% no describieron el
patron. Estos se encontraban bajo tratamiento médico teniendo un control
metabdlico normal.

Las posibilidades de padecer una enfermedad renal aumentan a medida que la
persona envejece. Es dificil establecer si esta relacién se da por la edad, por si
misma o por la asociacion epidemiolégica con otros factores de riesgo como la
hipertension arterial, la hiperglucemia y las enfermedades autoinmunes. Lo
cierto es, que los rifiones, como 6rganos vitales, debido a las numerosas

funciones bioguimicas y endocrinas no escapan de estas transformaciones.®



La pérdida de grandes cantidades de albumina por el rifidbn, es una
caracteristica del sindrome nefrético. Este puede ser causado por diabetes,
enfermedad del tejido conectivo, enfermedad glomerular y circulatoria. Se
caracteriza por una marcada disminucion de la albimina y un aumento de Alfa 2
globulinas, asi como por una disminucion de las Alfa 1, beta, gammaglobulina
como consecuencia de las pérdidas renales de las proteinas de menor peso
molecular y el aumento compensatorio de las de mayor peso molecular a fin de
mantener el poder oncoético del plasma.®

La Sociedad Americana del Cancer estimo6 que para el 2016 se diagnosticarian
30,330 nuevos casos de mieloma y que 12,650 personas moririan a causa de
ello en los Estados Unidos!®. Esta es una enfermedad hematolégica que
raramente es diagnosticada en personas menores a 45 afios.!

La comparacién visual o cualitativa en el grupo de 30 pacientes con
diagndsticos de mieloma multiple fue variada. Se encontraron picos monoclonal
y policlonal, ademas de patrones betagamma los cuales se describen a
continuacion.

Grafico 3. Proteinograma monoclonal realizado en el ScanProt.
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Fuente: Programa ScanProt.

En este grupo de pacientes, solo 17 para un 56,66% describieron un patron
monoclonal caracteristico del mieloma mdultiple con un pico proteico muy
pronunciado con base estrecha, esto se corresponde con lo planteado por
Cruz!?, quien describe que si la proliferacién ocurre de forma aislada en un
grupo celular que produce una clase y tipo de inmunoglobulina, la afectacion es

monoclonal (un clon), y su expresién en el patron electroforético se caracteriza



por un pico proteico muy pronunciado, con base estrecha, en la zona de las
alfaglobulinas, betaglobulinas o gammaglobulinas.?*4

En nuestro estudio el pico fue descrito solamente en la region gamma. Cuando
existe un cancer de células plasmaticas, solo se produce un tipo de anticuerpo
por estas células cancerosas, conocido como proteina monoclonal (proteina M).
Esta proteina andmala puede visualizarse como una banda caracteristica en el
patrén electroforético.

A pesar de que los patrones pueden ser benignos, especialmente cuando son
pequefios, describen, especialmente al mieloma mudltiple, amiloidosis primaria,
macroglobulinemia de Waldenstréom y linfomas malignos ocasionales.%16

Grafico 4. Proteinograma policlonal interpretado por el ScanProt.
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Fuente: Programa ScanProt.

Al analizar los graficos obtenidos tras la corrida electroforética de los pacientes
con diagnostico de mieloma multiple, un 37 % marcaron una zona ancha difusa
en el area de las gammaglobulinas. Este aumento corresponde al de las tres
inmunoglobulinas.

Esto coincide con lo descrito por los autores revisados, ya que se plantea que
las células productoras de inmunoglobulinas (células plasmaticas y linfocitos)
tienen una funcién muy especializada. Cada una de ellas, agrupadas en clones,
produce la misma clase y tipo de inmunoglobulina. La proliferacion de estas
células, conocidas como inmunocitos, puede ocurrir en varios grupos de ellas, lo
gue da lugar a varias clases y tipos de inmunoglobulinas. En este caso, se dice
gue la afectacién es policlonal (varios clones) y su expresion en el patron

electroforético se caracteriza por un pico proteico no pronunciado, con una base



ancha. 13

La gammapatia policlonal es la anormalidad m&s comun en el proteinograma.
Es comun en un proceso inmunoldgico crénico, tal como aquel encontrado en
las enfermedades del higado (cirrosis, hepatitis cronica activa), del colageno
(lupus, artritis reumatoidea), infecciosas (osteomielitis, bronquiectasis,
leishmaniasis visceral, lepra), estados inflamatorios (sarcoidosis), neoplasmas
(algunos estadios de la enfermedad de Hodgkin), y leucemia mielomonocitica
cronica.

Muchas pequefias bandas (oligoclonales) son observadas en pacientes con
hepatitis, enfermedades del complejo inmune, sindrome de inmunodeficiencia
adquirida y linfoadenopatia angioinmunoblastica. ° 1217

En la investigacion se encontraron cuatro pacientes, entre los 30 con
diagnéstico de mieloma mudltiple para un 13 %. Lo patrones de estos no
marcaron su pico policlonal, ni monoclonal caracteristico, lo cual pudiera estar
en correspondencia con la estabilidad de su patologia por respuesta adecuada
al tratamiento médico. Los patrones descritos por el ScanProt fueron
consecuentes con el diagnostico de dichas patologias, segun criterio de su
médico de asistencia.

Gréfico 5. Proteinograma de cirrosis hepatica interpretado por ScanProt
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Fuente: Programa ScanProt.
El higado lleva a cabo varias funciones bioquimicas, de sintesis y de excrecion,
por lo cual no hay una prueba que tenga la capacidad de detectar el estado de

su funcion total.16



Varios estudios'®1% han demostrado que debido a que el higado es el lugar de
sintesis de albumina y globulinas, las enfermedades que lo afectan modifican en
consecuencia el trazado electroforético, lo que hace que los niveles de albumina
desciendan en aquellos casos de avanzado dafio hepatocelular, como ocurre en
la hepatitis viral aguda, con aumentos de 1gG e IgM y enfermedades cronicas
del higado, incluyendo cirrosis con marcado aumento de la inmunoglobulinas G
(IgG,), inmunoglobulina A (IgA) y la inmunoglobulina M (IgM), disminucién de
albumina y transferrina.

El dafio biliar produce aumento de los niveles de C4 y betalipoproteina. 181° Tras
la corrida con el ScanProt se detect6 en los pacientes con esta patologia lo
descrito en la literatura en correspondencia con su diagnostico. De esta forma
se encontro el llamado puente beta-gamma, debido a la presencia de IgA en la
zona de ambas fracciones.?°

Es importante destacar que al visualizar la corrida electroforética se deben
analizar todos los datos del gréafico, ya que aunque aparentemente describan
iguales concentraciones, al observar en la escala numérica que se corresponde
con la intensidad del color, los valores representados son menores 0 mayores

que los del patron normal.

Conclusiones

Existi6 correspondencia entre los patrones obtenidos por densitometria descritos
en la literatura y los alcanzados con el programa ScanProt en las patologias
analizadas.

La aplicacién del programa contribuyé a la confirmacién diagnéstica y evolutiva

del estado de salud de los pacientes en los cuales se empled.
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