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PROTEINAS

Son moléculas complejas que cumplen muchas funciones
importantes en el organismo. Cadenas de aa.

Son vitales para la mayoria de las actividades celulares y
necesarias para mantener la estructura, funcion y regulacion
de los tejidos y organos.

FUNCIONES PROTEINAS PLASMATICAS

o Transporte de compuestos endogenos/exdgenos poco solubles en agua (hormonas,
calcio, medicamentos, ...)

o Regulacion de la presion oncotica y el balance de agua, del estado acido-base, de la
hemocoagulacion, entre otras.

o Respuesta inflamatoria y control de la infeccion (PCR, Fibrindbgeno, Ferritina, Igs ...)



PROTEINAS PLASMATICAS

0 La mayor parte se sintetizan en el higado.
0 Las células plasmaticas son los responsables de la sintesis de las Igs.
0 El catabolismo tiene lugar en los hepatocitos y sistema mononuclear fagocitico.

1 Excrecion por filtracion glomerular y gastrointestinal.
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El estudio las proteinas plasmaticas puede proveer informacion
que refleje estados patologicos en diferentes sistemas.

Proteinas Totales (PT): proporciona informacion acerca del estado general del paciente

Albumina (Alb):

- estado nutricional
- capacidad sintesis del higado
- nefropatia o enteropatia con pérdida de proteinas.

PT - Alb = Globulinas



Métodos Biuret (IFCC método de referencia)

Test colorimétrico

En solucion alcalina, el cobre bivalente reacciona con los_enlaces peptidicos de las
proteinas formando el caracteristico complejo biuret purpureo. El tartrato sédico
potasico impide la precipitacion de hidroxido de cobre, mientras que el yoduro
potasico inhibe la autorreduccion del cobre.

En solucion alcalina:
proteina + Cu?* —» complejo Cu-proteina
La intensidad cromatica es directamente proporcional a la concentracion de proteina

que puede determinarse fotométricamente, relacionado al n° de enlaces peptidicos y
no a la composicidon de aa de la prot ni su PM.



Electroforesis

FUENTE

-Se refiere a la migracion de moléculas
cargadas en un campo eléctrico

-Cada molécula se mueve hacia el

electrodo de carga opuesta I— Electrodos E—
catodo (-) o anodo (+) //s/ - “\
oporte uffer
. S
En el transporte electroforético, a la fuerza del , + /.
J 4 . 7 -~
campo eléctrico se opone la G- (_B f"
+

resistencia viscosa del medio, cuando se igualan, =
se produce el desplazamiento de las particulas a
una velocidad constante.



Variables que afectan la corrida electroforética:

Tipo de soporte

Temperatura

Fuerza ionica del Buffer utilizado

pH

Intensidad del campo eléctrico

Siembra de la muestra

Tiempo

Flujo electroendosmotico

Sistemas de separacion: automatizado / no automatizado
Otros
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Separacion electroforetica de proteinas

La electroforesis se aplica en el campo de la bioquimica a la separacion de compuestos que poseen
grupos ionizables (Ej.: aminoacidos, péptidos, proteinas, acidos nucleicos),
teniendo en cuenta que la carga neta de estas moléculas depende del pH del medio:

 Si la molécula se carga positivamente, migrara hacia el catodo (-)
« Si se carga negativamente, hacia el anodo (+)
« Si su carga neta es “cero”, no se movera ya que se encuentra en su punto isoeléctrico (pl).

A .&-
-85

El pl se define como el pH en el cual los grupos ionizables de una molécula se igualan en la
cantidad de cargas positivas y negativas



Electroforesis de proteinas séricas

Método electroforesis introducido por ArneTiselius 1937. L N\ /
l é

Separo proteinas disueltas en solucion de electrolitos mediante la
aplicacion de corriente eléctrica a traves de un tubo de cuarzo =
en forma de U y llamo a su método “Electroforesis de limite moévil” P
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A pH 7.6 identific 4 fracciones: Alb, a, By . &—

Tubo de Tiselius



Electroforesis de proteinas séricas

La separacion sobre soportes solidos de las proteinas séricas, bajo la accion de un
campo eléctrico, y su posterior tincion, dio lugar a lo que se conoce como proteinograma.

En el proteinograma por electroforesis (PxE) el movimiento de las proteinas esta
gobernada por una compleja relacion densidad de carga/tamano.

Los pl de las proteinas plasmaticas se encuentran entre 4,9 (Alb)y 7,4
(gammaglobulinas).

Si en el sistema se utiliza:

Tampon pH= 8,6
Todas las proteinas se cargan negativamente



Electroforesis de proteinas séricas

OSepara globulinas de la albumina definiendo 5-6 fracciones:
albumina, a1, a2, p1- B2y v.

[Cada grupo de globulinas involucra varias proteinas de migracion electroforética similar.

[Resuelve las principales proteinas séricas en patrones que pueden ser especificos para
algunas enfermedades.

(La inspeccion visual del proteinograma permite detectar variaciones sutiles de determinadas
proteinas, ademas de alteraciones en los patrones proteicos.

OLa identificacion de estos patrones es un método util de screening y debe ser seguido de
procedimientos confirmatorios para identificar y cuantificar las proteinas aberrantes.




Electroforesis de proteinas séricas
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Las proteinas marcadas son las principales y
mas representativas de cada fraccién. Ej.: si
hay consumo de C3 del complemento, la
zona 32 practicamente desaparece.
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Caracteristicas fisicas del sistema

Electroforesis capilar
Frente movil (EC)

(liquida)

Electroforesis

Soportes - Papel
solidos o de
zona

- Acetato de celulosa
- Gel de Agarosa

- Poliacrilamida

La evolucion de los medios de soporte permitié una electroforesis rapida, con
separacion nitida de las principales fracciones proteicas, ademas del escaneo
densitométrico para cuantificar las fracciones.



Soporte no restrictivo ya que el entramado no interfiere en la migracion; el tamano
de las proteinas es muy pequeno en comparacion con el tamano del poro del
soporte. Las proteinas se separan principalmente por densidad de carga.

Agarosa
" « - 4
“:' . :zl' ’:-_.'.:.'.- -
_ Poro del gel
ol g DASOOUrTI0 LR ING (estructura macroreticular sostenida por puente de H
altamente purificado derivado del I 3 s bl
agar, el cual se extrae de las paredes que le confiere caracteristicas termo-reversible)
celulares de ciertas algas rojas
- “reon’ 3 Mezcia prot.
Y g
Soporte restrictivo (poliacrilamida) il |
Las proteinas se separan segun su tamano y densidad poro
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de carga. El soporte produce un tamiz molecular.



Soporte carga — Contraiones carga + buffer

Fuerza electroendosmotica > Fuerza electroforética

Moléculas débilmente — Catodo

catodo
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Soportes solidos

Gel de
Agarosa

Acetato de
celulosa

HYDRAGEL PROTEIN(E) 15/30 sebia
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y reproducibilidad de los
resultados.



Soportes solidos

Gel de Acetato de
Agarosa celulosa
. -
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Colorantes para electroforesis

Colorante Comentario

Cuando la incorporacion del

colorante es proporcional a la : ; -

. prop ) Ponceau S o Rojo Ponceau S Tincién general. Unién mas uniforme a todas
cantidad de prote ina se las proteinas sérica. Apto para densitometria
considera apto para Amidoblack o Negro amido Tincién general, mejora con fijacion previa.
densitometria. . Diferente grado de unién segun la proteina.

0 Amido Schwartz Apto para densitometria v s
(o)
., Diferente grado de unién segun la proteina. § A
La captacion del colorante es Coomassie Blue R 250 Més utilizado en tinciones cualitativas (Ej.: E §
heterogénea y a una Inmunofijacién) o
determinada concentracion de Diferente grado de unién segun Ia proteina.
, . . ] Violeta acido Mas utilizado en tinciones cualitativas (Ej.:
proteina se pierde linealidad Inmunofijacién)
para la coloracion (saturacion Método laborioso, varios protocolos segdn el
de unién al colorante). Tinciones de plata soporte. Diferente grado de unién segun la
proteina. Detecta ng de proteina.




Proteinograma sérico normal en gel de agarosa

Session 1 Muestra 23 Fracclones 6 Barrido{fmm) 15
Fecha del Test 080372013 Gel id: Electroforesis de seroproteinas
Fracciones % % Normal (g/dl)  (g/dl) Normal ﬁ
Albumin 59.0 52.0-65.1 4.15 3.12-5.21
Alpha 1 - P | 1.0- 3.0 0.15 0.06-0.24
Alpha 2 14.2 9.514.4 0.99 0.571.15
Beta 1 6.9 6.0- 9.8 0.48 0.36-0.78
Beta 2 4.2 2.6- 5.8 0.29 0.16-0.46
Gamma 13.4 10.7-20.3 0.94 0.641.62 Globulinas
A
e f :
AJG Ratio 1.44 Tot. Prot. (g/di 7
(o Alb. a; a; BB ¥
Responsable —-—

-Un densitometro mide la captacion porcentual del colorante de las distintas zonas.

-Se integra el area bajo la curva y se calcula el porcentaje de cada fraccion sobre el total.

-La concentracidon en g/dL de cada fraccion se obtiene a partir de las proteinas totales medidas por un
método espectrofotométrico. La capacidad de resolucion y la sensibilidad analitica en este tipo de
electroforesis dependen del tipo de soporte y el colorante empleado respectivamente.



Soporte liguido: electroforesis capilar

La separacion de las proteinas séricas se realiza en un
medio liquido que se encuentra en el interior de un tubo
capilar de silice de bajo diametro, el cual es expuesto a

voltajes muy altos. La presencia en la superficie del Catodo - Anodo +
capilar de grupos silanol cargados negativamente

origina un elevado flujo electroendosmatico que excede ) E) @
la_ movilidad electroforética de las proteinas, las cuales ° 2 E] ° ° ® v . .
migran hacia el catodo (electrodo negativo). Todas las Fuerza FEO Migracion de proteinas

proteinas migran, a distinta velocidad en funcién de su A <

relacion carga/tamafio, hacia un detector que mide la T —

absorbancia del enlace peptidico a 200 0 214 nm. La eléctrico 2 5 -
absorbancia es proporcional al numero de uniones ¢ % * % * .

peptidicas; la lectura espectrométrica es convertida en
una sefal grafica.

Carie toatiuds de & El Flujo Electroendosmaotico
o gas i » (FEO) es mas fuerte que el
la solucion tampon g T
@ | 1 138 Omagen simulada) Campo Eléctrico.
C itado, todas |
e Cargas negativas de las rooT?nrsssu t‘; O" otrzsd =
paredes de los capilares HICEOHICS S GlTdeta0as
A hacia el catodo.

atbaming a1 @2 [ =]




Proporcionan una nitida separacion de las bandas de transferrinay C3
en la region beta.

El grado de resolucidon permite la deteccion de pequeinos componentes
monoclonales.

La mejor resolucion resulta de una combinacion de factores:

El control de la temperatura

El uso de lactato de calcio en el tampon
Control del grosor del gel

Método de aplicacion de la muestra
Otros



Geles de agarosa vs electroforesis capilar

_ Gel de agarosa Electroforesis capilar

Soporte Sélido (gel + buffer) Liquido (buffer)
Voltaie 200V 10000 V
J (corre del catodo al anodo) (corre del anodo al catodo)
Coloracion Si No
Densitémetro Fotodetector
Detector (densitometria de las fracciones (absorbancia del enlace peptidico
coloreadas) 32000214 nm)
Medida del perfil electroforético Densitometria Espectrofotometria
Identificacion del componente < »
Inmunofijacion Inmunosustraccion
monoclonal (CM)
Limite de deteccion ~ 40 mg/dL ~30 mg/dL
Exactitud diagndstica para Menos sensible (91%) y Mas sensible (95%) y
detectar componente monoclonal mas especifica menos especifica

Las limitaciones del gel de agarosa estan dadas principalmente por la capacidad de tincion de las
proteinas y la sensibilidad del colorante; en la electroforesis capilar, por la absorcion a 200 nm de
moléculas distintas a las proteinas séricas (Ej.: medios de contraste, algunos antibiéticos).




Electroforesis de proteinas séricas

En el PxE las proteinas séricas estan sometidas a un campo S'Gmbfa

eléctrico, la separacion se produce en funcion de su

migracion diferencial, como producto se obtienen diferentes

fracciones proteicas constituidas por una o un conjunto de ! . “
proteinas. ;
La separacion se da por una compleja relacion “densidad de : ——lp : pg,‘]q _—
carga/masa’”: como e€j., en gel de agarosa, a2 macroglobulina : A«',AcA ‘ . ‘

con PM ~800.000 Da migra en zona a2, mientras que las GAL  “aoM T1 A C3 Fibr
inmunoglobulinas (Igs), con PM entre 150.000 y 900.000 Da, faTl

, ] L. . oy JAg H-Lp: Eal + IgM
son mas sensibles al efecto electroendosmotico y migran pos ‘C'c'?'s‘ AP
siembra de la muestra (zona y globulinas). AcCer . '9A 4 igD(E

Lok A o I9G
Cir * FB

Efecto electroendosmético: consiste en el flujo del buffer contrario al movimiento electroforético. Se produce
por los grupos con carga negativa que presentan los soportes solidos y la superficie interior de los capilares. Al
aplicar un campo eléctrico estos grupos, al estar unidos, no pueden desplazarse hacia el electrodo positivo, sin
embargo los contraiones con carga positiva que los rodean se mueven hacia el electrodo negativo y arrastran
con ellos el buffer.



* En ausencia de enfermedad, el proteinograma sérico muestra un perfil
con una relacién entre las distintas fracciones proteicas que se mantienen
mas o0 menos constantes.

 Alteraciones en este perfil electroforético normal pueden asociarse a una
gran variedad de enfermedades y/o condiciones fisioldgicas.

e Por esta razon, el proteinograma sérico es una herramienta de utilidad en la
evaluacion del estado general del paciente y fundamental,
en el diagnéstico y seguimiento de patologias especificas.



Hipergammaglobulinemia policlonal

Es el incremento de la zona y debido a una produccién de Igs policlonales (>1,80 g/dL).

La zona y se observa difusa, intensamente coloreada, ensanchada y generalmente simétrica.

Electroforesis de seroproteinas

n Electroforesis de seroproteinas

Hepatitis autoinmune m

Cirrosis alcohédlica

"T I G t IgGelIgA
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Hipergammaglobulinemia policlonal

Electroforesis de seroproteinas

Electroforesis de seroproteinas

r‘ Sindrome de Sjogren {\
Lupus

t1e6 i

. M ‘El AN AN

No necesita ser corroborada con la cuantificacion de las Igs,
salvo en los casos en donde la concentracion de una Ig en
particular forme parte de algun criterio diagndstico o de
clasificacion (Ej.: IgG en hepatitis autoinmune)



Disminucidén de la fraccion gammaglobulinas (<0,6 g/dL)

Esta condicion debe ser documentada por la
cuantificacién de IgG, IgA e IgM en suero

Causas:

A Fisiologica (entre 3-6 meses de vida)

A Transitoria de la infancia (hasta los dos afnos de vida)
1 Inmunodeficiencias primarias

A Secundarias



Hipogammaglobulinemia

Electroforesis de seroproteinas . oredis da Seroproleines
ﬂ Hipogammaglobulinemia n
fisiologica
Tto inmunosupresor
=
- Bebe 4 meses -— Tto oncoldgico

» Asociadas a mala absorcion o pérdida de proteinas (renal o gastrointestinal)
» Asociadas a GM:
-20% de pacientes con Amiloidosis AL
-10% de pacientes con MM (presencia de CLL)
Estos pacientes suelen presentarse con sindrome nefrético

En todo paciente adulto que se evidencie una hipogammaglobulinemia sin causa
aparente se debe realizar pesquisa para GM en suero y orina




Bandas oligoclonales / Asimetria

Electroforesis de seroproteinas
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varias bandas o como una zona de mayor condensaciéon en zona g globulinas

» Observadas en algunas infecciones cronicas, enfermedades autoinmunes, VIH
* Frecuentes en pacientes con GM pos tratamiento auto Tx de MO

-Sugerir repetir la determinacion en 6 meses (segun clinica) o control periédico
-Indicar realizar |F para caracterizar y cuantificar Igs



Proteinas de fase aguda

Proteinas cuya concentracion cambia durante la inflamacion (cirugias, infartos,
infecciones, quemaduras, tumores, etc.)

Sintesis hepatica gatillada por accion de IL6, IL1 y TNF-a, secretadas por
monocitos y macrofagos

POSITIVAS (aumentan): proteina C reactiva, complemento (C3 y C4), fibrindgeno,
procalcitonina, alfa 1 glicoproteina acida, alfa 1antitripsina, haptoglobina,
ceruloplasmina, amiloide A del suero, etc.

albumina, prealbumina y transferrina.



Proteinas de fase aguda

Secuencia de aparicion:

1ras horas:

- PCR |
* Procalcitonina

 Amiloide A del suero
« a1 antiquimiotripsina

24 horas:

a1 glicoproteina acida 3 dias:

« a1 antitripsina

* a2 macroglobulina « Ceruloplasmina

* a2 haptoglobina « Complemente C3

 Fibrindgeno
« C4



Otras situaciones
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Protein-losing enteropathy



Albumina y zona alfa globulinas

Bisalbuminemia

"
ﬂ

Paciente 1234

Deficencia de Affa 1 AT
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, La diferencia es debida au

. @, glicoproteina acida. Es'
. una proteina de fase aguda ! '
D. con alto contenido de'
' y dcido  sidlico, lo que lo'
. confiere poca afinidad por'
. el colorante, -



En la actualidad la principal utilidad del PxE es |la pesquisa y seguimiento de
pacientes con gammapatias monoclonales (GM).

Si bien esta afirmacion es mencionada en la mayoria de las publicaciones cientificas
sobre el tema, en nuestro medio es considerado una valiosa herramienta en

distintas condiciones clinico-patoldgicas: estados inflamatorios agudos y crénicos,
hipergammaglobulinemia policlonal, sindrome nefrético, entre otros.

En el PxE se considera indicativo de GM el hallazgo de:
Una banda homogénea adicional
Hipogammaglobulinemia sin causa

Aumento de las fracciones a2, , 1 o 32

Borramiento de la herradura entre fracciones
Presencia de una banda homogéenea en zona y



Falsos Falsos
positivos negativos

Protema Monoclonal | Proteinasno g Proteina
|

que producen

Proteina Monoclonal

[
[
[
monoclonalno ! NO detectada l
AsociadaaGM | banda ; !
B ] I homogénea: asociadaa GM: en el PxE: :
* Fibrindgeno ® Inf. Virales : * Co-migracion |
“Transernng (Ej.: CMV, HIV) | a Concentracién inferior :
" PCR I al limite de deteccidn |
= Otros I
[

: * Banda difusa

|Una proteina monoclonal es una Ig secretada por un clon anormal de celulas'
plasmatlcas o por linfoplasmocitos lo cual puede producir una.

| hlpergammaglobulmemla monoclonal :



% Las GM son un conjunto de entidades clinicas caracterizadas por la
proliferacion de células plasmaticas clonales que secretan inmunoglobulinas
monoclonales que generalmente pueden ser detectadas en suero u orina.

% La proteina monoclonal puede consistir de moléculas de Igs intactas,
cadenas livianas libres o cadenas pesadas.

% La deteccidn, caracterizacion y cuantificacion del CM, es de utilidad
tanto al diagnéstico como en el monitoreo de la respuesta al tratamiento.

% Las GM representan el 1% de todos los canceres y el 10% de los canceres hematolégicos.



Bandas homogeneas en el PxE

La banda homogénea pesquisada en el
PxE debe ser caracterizada para
confirmar el hallazgo de una

proteina monoclonal y asi poder ser
denominada como

Componente Monoclonal (CM). ? ? 'T' t 4 119

— — — e o ——

La ubicacion de la banda en el PxE

puede orientar sobre la clase de Ig;

la caracterizacion solo se realiza con
antisueros especificos para poder identificar
la g involucrada.




Sintesis de Inmunoglobulinas

‘ ———| CLL kappa circula como monémero
\

I\l

~ ) y \ /
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19\ IgG /lgA IgD
Polimerizan

IgG lambda

CLL lambda circula como dimero

Las cadenas livianas (CL) se secretan en exceso (40% en exceso) para asegurar la unién con la cadena pesada. La
CL que compone la Ig completa se denomina CL unida, la no unida se denomina cadena liviana libre (CLL).



Evaluacion de la zona gammaglobulinas

Zona betaglobulinas
Zona gammaglobulinas

Zona-y

\ Forma de campanay
Simétrica (policlonal)

______ — A

Siembra de la muestra

Debido a la baja
concentracion sérica,

la IgE, IgD y CLL

no inciden en la

fraccion gammaglobulinas.

La subclase IgG4 es la
mas rapida de las
Inmunoglobulinas

(g rapida).



Sintesis de proteina monoclonal

\J/
SV
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CM de Igs intactas CM de CLL No secretor / CM de CLL CM de cadena
con o sin CLL o“gosecretof amiloide pesada
MMIgGkoA MMCLx 0 A MM no secretor Infrecuente
MMIgAxoA o
MMIigMxoA EDCLx O A MM oligosecretor u
Amiloidosis AL Enfermedad
KOA de cadena
~1 IgM pesada
* N\ =—>| Macroglobulinemia de Waldenstrém o s Psvdtica
‘ f‘ : ) MM= Mieloma Muitiple CLL=cadenas livianas libres
v Linfoplasmocito MMCL= Mieloma multiple de cadenas livianas

EDCL= Enfermedad por depdsito de cadenas livianas



Cadenas livianas libres: Biomarcador tumoral

Monomeric x FLC Dimeric A FLC
- |/ =1\
N 17

\

)

CLL monoclonal —p» CLL involucrada ' !

CLL no monoclonal —» CLL no involucrada

Relacidon = involucrada/no involucrada
Diferencia = involucrada — no involucrada

Katzmann et. Al Clin Chem 2002,48: 1437-1444

Valores de referenciaparaCLLx y A
Suero
* Kappa libre: 3,3 - 19,6 mg/L
* Lambda libre: 5,6 — 26,3 mg/L
» Relacion x/A: 0,26 - 1,65 (rango diagndstico)

(relaciones /A fuera del rango diagnéstico indican monoclonalidad: por debajo monoclonal %, por
encima monoclonal k)

PM: 23 Kda
Vida media: 2-4 horas (kappa) / 3-6 hs (lambda)

En circulacion hay mayor cantidad de CLL lambda (dimérica) con respecto a kappa (monomeérica).
La concentracion plasmatica depende de la produccion por el tumor y de la funcién renal.




Clearence renal de Cadenas livianas libres

Las CLL filtran libremente por

el glomérulo y se reabsorben

en el tubulo contorneado % J
proximal Cortex Q.

(pasan a formar parte del pool
de aa). Cuando la sintesis de Light chains
CLL excede 10-30 g/dia (mas
de 30 veces lo normal) se

produce “proteinuria por absorption _
sobrecarga” (Overflow); en e X Tk cadending i
este caso proteinuria de { B Light chains + Tamm-
Bence Jones. |

A.R. Bradwell 2008.
The Binding Site 5th edition.

Proteinuria de
Bence Jones

Inner
medulla



Mieloma Multiple (MM)

13%

IgE

e A4S
BIgG  The Binding Site
mIgA

wigD

M FLC-only

® Oligo/nonsecretory

— 0,1% de todos los mielomas

(64 casos publicados en la literatura desde
1967 a 2017)

—> 0,5%



Criterio diagnostico para MM

Panel: Revised International Myeloma Working Group diagnostic criteria for multiple

myeloma and smouldering muitiple myeloma
Definition of multiple myeloma

Clonal bone marrow plasma cells 10% or biopsy-proven bony or extramedullary
plasmacytoma* and any one or more of the following myeloma defining events:
"+ Thdomadehmngeverts ]

« Evidence of end organ damage that can be attributed to the underlying plasma cell

proliferative disorder, specifically:
« Hypercalcaemia: serum calcium >0-25 mmol/L (>1 mg/dL) higher than the Significado de CRAB-SLiM

upper limit of normal or >2:75 mmol/L (>11 mg/dL)

« Renal insufficiency: creatinine clearance <40 mL per mint or serum creatinine

HiperCalcemia: > 11 mg/dL

>177 pmol/L (>2 mg/dL) Insuf. Renal:CICr <40 mL/min o Cr > 2 mg/dL
»  Anaemia: haemoglobin value of >20 g/L below the lower limit of normal. ora A hemia: Hb < 10 mg/dL
haemoglobin value <100 g/L Bone: 1 0 mas lesiones osteoliticas
« Bone lesions: one or more osteolytic lesions on skeletal radiography, CT, or
PET-CT% S (Sixty)
+  Any one or more of the following biomarkers of malignancy: Li (Free Light Chain)
« Clonal bone marrow plasma cell percentage* 260% M (MRI)

+ Involved:uninvolved serum free light chain ratio§ 2100
» >1focal lesions on MRI studies§

Lancet Oncol. 2014;15(12):e538-48.



Pesquisa, caracterizacion y cuantificacion
de la proteina monoclonal

v Pesquisa de banda homogénea

Proteinograma por Electroforesis
* Gel de Agarosa
* Electroforesis capilar

v Caracterizacion de la banda homogénea ¢ es una proteina
monoclonal?
* Inmunofijacién (deteccion positiva)
* Inmunosustraccién (deteccion negativa)

v Cuantificacion de la proteina monoclonal
* Integracion del CM
* Inmunoturbidimetria / Nefelometria: Igsy CLL
* Proteinograma urinario + Inmunofijacion (cuantificacion del CM en orina)



Se puede realizar:

Observando una banda homogénea en el PxE (suero) o en el Uroproteinograma
(orina), luego caracterizando dicha banda con IF o inmunosustraccion (con la
identificacidn se confirma que es una proteina monoclonal) .

Cuando el CM co-migra con las fracciones habituales del PxE, cuando es de baja
concentracion, en PxE con hipogammaglobulinemia, en PxE de pacientes con
sindrome nefrético, cuando el PxE es normal pero hay altas sospechas de una
GM: en todos los casos mencionados la pesquisa se realiza solicitando IF (suero
y orina) y cuantificacion de CLL.

En el MM no secretor (<1% de los MM), las células plasmaticas son incapaces de
secretar o producir Igs. En estos pacientes hay ausencia de CM en el PxE e IF
negativa, tanto en suero como en orina, asimismo, la relacion de CLL k/l es
normal. En la mayoria de los casos se puede demostrar la presencia de la
proteina monoclonal en el citoplasma de las células plasmaticas.



Utilidad de pesquisar una proteina monoclonal

En las guias del International Myeloma Working Group (IMWG) se define lo que se
considera “enfermedad medible”, lo cual hace referencia a la cantidad de proteina
monoclonal cuantificable con un determinado CV%, con el fin de lograr
reproducibilidad en las sucesivas mediciones (Ej.: CM sérico 21 g/dL; CM en orina
=200 mg/24 hs; CLLi 2100 mg/L con relacion k/I anormal).

Cada GM tiene su recomendacion diagnéstica, ademas de factores prondsticos, de
seguimiento y tratamiento (guias del IMGW).

Determinaciones de la quimica clinica son de utilidad en la pesquisa y estadificacion
de estas patologias: VSG, proteinuria (albuminuria), NT-proBNP, creatininemia,
hemoglobina, calcemia, b2-microglobulina y LDH. La cuantificacion de las Igs no
implicadas (Igs policlonales) es de importancia en el manejo clinico de los pacientes
con GM; la disminucién por debajo de una determinada concentracion se
denominada inmunoparesia.

Tanto la concentracion del CM (integrado desde el proteinograma), concentracion
sérica de las Igs, IF en suero y orina, como la cuantificacion de CLL, se emplean para el
monitoreo de la enfermedad, como asi también para la toma de decisiones
terapeuticas.



Utilidad de la cuantificacion de CLL

-La concentracion de CLL en suero depende de la produccién por la célula plasmatica tumoral y de la
funcién renal del paciente, pacientes con enfermedad renal cronica tienen un clearence renal de CLL
disminuido con incremento sérico de dichas CL (se deben considerar valores de referencia para
pacientes con deterioro de la funcion renal).

So6lo una determinada proporcion de pacientes con MM a Ig completa (cadena pesada + CL)
secretan CLL; podemos observar considerables bandas monoclonales de Ig completa con una
concentracion CLL normal (relacion CLL k/I normal).

-Las hipergammaglobulinemias policlonales incrementan tanto CLL kappa como CLL lambda, por lo
tanto la relacién de CLL k/l permanece normal.

-La determinacion de CLL en suero es de utilidad tanto para el diagnéstico como para el prongstico y
monitoreo de las GM, cobrando importancia en las GM de CLL (Amiloidosis, MM de CL) y en los MM
oligosecretores.

-Los resultados obtenidos de CLL con reactivos de las distintas marcas comerciales actualmente
disponibles no son intercambiables, por tal motivo, el seguimiento de la enfermedad se debe realizar
con la misma marca de reactivo y en las mismas condiciones analiticas (ej.: igual plataforma
analitica).

-Las recomendaciones de las guias del IMWG estan basadas en el equipo Freelite® (The Binding Site).




Metodo para cuantificar el CM

A Supresion de Igs B
policlonales;
practicamente
todo el pico >
corresponde al CM Igs policlonales + CM
Albumin o, @, B, B, Y Albumin o, a, B, B Y
Total protein: 9.7  g/dL (6.0-8.3) Total protein: 7.1 g/dL (6.0-8.3)
A/G: 0.83 AG:1.12
Fractions % g/dL Ret. g/dL Fractions % Q/dl Rel. g/dlL
Albumin 454 4.40 3.43-4.84 glvn. el e T aas
o, 3.4 0.33 0.21-0.44 oy 11.2 0.80 o - —097
o, 84 0.81 0.54-0.97 o2 28 ofe a 654;1 -t
By a2 62 060 L 0.65-1.03 Piaz : % e
Y 366 355 H 0.70-1.47 Y 0.6 39 0.70-
M-Spike 357 3.46 M-Spike 83 o088

Clin Chem Lab Med 2016; aop. DOI 10.1515/ccim-2015-0862

El método mas utilizado es el que mide el tamano del pico observado, por integracion del
area bajo la curva del trazado densitométrico en los geles de agarosa o del electroferograma
en la electroforesis capilar.



Metodo para cuantificar el CM

Método clasico
“Perpendicular drop”

N

Método clasico

corregido \

= =5

C

Método

=N

Abumin ¢ « o B, B, ¥ Abumin @, o B B Y Abumn o, a B, B ¥
Total protesn: 78 gidl (6.0-8.3) Total protein: 78 g/dl (6.0-83) Total protein: 78 gidL (6.0-8.3)

AG: 081 NG 081 AG: 0.81
Fractions % oL Ret. g/l Fractions % g/l Ref g/dl. Fractions % gl Ret gl
Albumin 449 350 3.43-4584 Albumin 449 350 343484 Abumin 4490 350 343484
o, 47 037 0.21-0.44 o, 47 037 0.21-0.44 o, 47 037 021044
o, 130 101 H 054097 o, 130 101 H 054007 o, 130 101 H 054097
Bias 85 074 0.65-1.03 Byas 95 074 0.65-1.03 Bias 95 074 065103
Y 279 218 H 0.70-1.47 ! 278 218 H 070-1.47 Y 270 218 H 0.70-1.47
| MSphke 188 147 MSpike 148 115 MSphke 122 006 |

Clin Chem Lab Med 2016; aop. DOI 10.1515/ccim-2015-0862

El método de eleccion sera el de menor error en la medicion, considerando las Igs policlonales,
y el que demuestre mejor desempefio analitico. Para seguimiento se recomienda utilizar
siempre el mismo procedimiento (se debera definir que es lo “medible” o “no medible”).



Cuantificacion del CM

PEL

L) L A J L L} L} Ll L L A J

. VW

cMm
no cuantificable

|

Ab o1 a2

En los casos en donde no se pueda integrar el CM, se deberia informar la presencia del mismo con una
leyenda que haga referencia a la imposibilidad de cuantificacion

Una fraccion gammaglobulina asimétrica puede ocultar un pequeno CM; se deben informar las

asimetrias observadas en la fraccion gammaglobulina.

Am J Clin Pathol. 2012 October ; 138(4): 609-613



Metodos para cuantificar la proteina monoclonal

Método de cuantificacion para

Ig Monoclonal e
seguimiento

* Integracion del CM (en gel de agarosa el
colorante satura ~3000 mg/dL de IgG)

IgG * Inmunoturbidimetria
= Nefelometria
= IDRS
* Inmunoturbidimetria
Ig A = Nefelometria
= IDRS
Ig M* ® Integracion del CM
CLL * Inmunoturbidimetria / Nefelometria / ELISA

= Uroproteinograma + |F

* La concentracion de Ig M monoclonal es sobreestimada en ~1,8 veces por
cuantificacion con métodos inmunoquimicos.
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Banda monoclonal de IgG

R n

Policlonal

:J L/W\l\&

lg G migra generalmente en zona v, no polimeriza.




Banda monoclonal de IgA

Ig A polimerizada

g Aenzonaf3
= [
-
e
. v
4 | U

Ig A migra principalmente en la zona 3, 0 [3,. El 30% de las Ig A monoclonales
pueden ocultarse en zona [ (co-migran). IgA puede polimerizar lo cual
generalmente da origen a dos picos.




Banda monoclonal de IgM

)

LA\

LS\

A

lg M migra principalmente en la zona y y pos y. Puede polimerizar lo cual

generalmente da origen a dos picos.



Banda monoclonal de CLL

CLL A

"8 11 B

Las CLL producen una banda monoclonal

4

CLL K co-migra

|

cuando estdan en altas

concentraciones, ya sea por el aumento en la produccién o por el deterioro de
la funcidn renal. En algunos casos co-migran, sin modificar las fracciones del

PxE o se presentan con hipogammaglobulinemia.




Localizacion del CM

En una cohorte de 1027 pacientes, diagnosticados con MM, la movilidad
del CM tuvo la siguiente localizacion:

*54% eny
*12% en B-y
*13% en 3
* 1% en a2

Se observo:
» 2% biclonalidad
» 8% hipogammaglobulinemia

—> El CM migra entre a2 v v gqlobulinas

—> En 11% de nuevos casos de MM se observé un CM a pesar de que todas
las fracciones y las Igs estuvieron dentro del valor de referencia

Mayo Clin Proc 2003;78:21-33



Caracterizacion de la proteina monoclonal

Identificacion en geles de agarosa

Inmunofijacién (IF)

AGE

l

! |
‘ X N J\
VAR TR AR A —

Identificacion positiva

IgG IgA IgM «

IFE

Método mas difundido
y utilizados

en el laboratorio clinico
(método recomendado)

Identificacion en electroforesis capilar (“Immunotyping”)

Inmunosustraccion

CE

Identificacion negativa

IgG
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Inmunoglobulina
del suero

Antisuero

l

INMUNOCOMPLEJO
con elevada carga negativa

|

Migracion del
INMUNOCOMPLEJO cercano
a la fraccion albumina

INMUNOSUSTRACCION
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Sebigq, title title title 2



ELP

IF normal (policlonal)

C A M K

-El suero del paciente se diluye

-se siembra

-se realiza la corrida electroforética,

-luego se individualizan las calles (mascara o plantilla)

para la colocacion de los antisueros y solucion fijadora:

1° Calle) Solucion fijadora (proteinograma de referencia)

2° Calle) Antisuero anti-IgG

3° Calle) Antisuero anti-IgA

4° Calle) Antisuero anti-lgM

5° Calle) Antisuero anti-kappa (libre + unida a cadena pesada)
6° Calle) Antisuero anti-Lambda (libre + unida a cadena pesada)
-se colorea

Los antisueros difunden dentro del gel y se produce la precipitacion de los
complejos Ag-Ac los cuales quedan inmunofijados en la matriz de agarosa




IF en gel de agarosa

Interaccion primaria: precipitacion Ag-Ac

Point of

/oqumm
I o g A
& 2% Ity

e IS ~3F
g

Amount of antigen -

Es muy importante la dilucion de la muestra
para lograr la zona de equivalencia.

——
-
o (N |
- -
SPE IgG IgA IgM X 2

Los antisueros comerciales reaccionan en la zona
de equivalencia con una concentracion de
proteina entre 50—150 mg/dL (precipitacion
optima). El suero debe ser diluido y las orinas
concentradas para obtener aproximadamente esa
concentracion de Igs.

La potencia de los antisueros varia

segun la marca comercial.



IF en gel de agarosa: suero

s —
-— —
| lgG/A
.-' - Policlonal ‘e - rgonoclonal
- - - (normal) + policlonal

SPE IgG IgA IgM K A
ELP C A WM K A

SPE IgG IgA IgM K

SPE IgG IgA IgM X

IgA/k monoclonal
y policlonal de las
otras Igs
(co-migra en beta)

ELP G A M

ELP G A M

Kl
= IgM/A CLL A
—1 monoclonal monoclonal
y policlonal de (deberia
las otras Igs realizar IF con As

anti-IgD y anti-IgE)

IgG/A
monoclonal
e IgM/A

monoclonal
(biclonalidad)
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ELP G A M K 1

Ig A sin correspondencia
con CL

-

-

ELP G A M K 1

Ig A polimerizada

Precaucion con
bandas monoclonales
IgA/A o IgA/k (puede
verse solo la banda de
IgA'y no la
correspondiente
banda de CL).

Tener en cuenta que
tanto Ig A como Ig M
pueden polimerizar;
se observara doble
banda de la

misma cadena
pesada con la
misma CL.

o

: [ S
> B A"

ELP G A M K 1A

Bandas oligoclonales

ELP G A M K |

Crioglobulinemia

Puede observarse
oligoclonalidad (Ej.: pos
trasplante autologo de
MO, nuevos
tratamientos

para MM, algunas
infecciones virales).

Las crioglobulinas pueden
producir un artefacto en el
lugar de siembra (se
recomienda calentar el
suero a 37°C antes de
realizar la corrida
electroforética).



IF en gel de agarosa: orina

v’ Para pesquisa se puede realizar en primera orina de la mafiana.
Para cuantificacion, sélo en orina de 24 hs (uroproteinograma + IF).

v' Tener en cuenta que las CLL no son detectadas con las tiras reactivas de
orina (precipitan con el agregado de una sol. de ac. sulfosalicilico al 20%)

v" Muestras sin proteinuria: concentrar la orina.

<

FQ‘M—»— IFE Bence - Jones -4
IFE 3 0 IFE 4 0:
- =
=
Rl
S -
AP . g
(\? | Antisueros anti-CLL
ELP GAM Kk 1 K A ELP GAM X 1 'L'l_ o .
Frow Frea L NO son de utilidad para IF
IFE1 1D IFE 2 1D: =
: =
-
-~ = 2 %
AP ==
5 . . .
Antisueros anti-CLL + Unidas a Igs
X A o L +> A
Beom k2 K | ee “@m Froe— son de utilidad para IF
Po 118954 Gel N° Date /.




Aspectos preanaliticos - Interferentes

Tipo de muestra: Suero fresco
(sangre sin anticoagulante, permitir coagulacion completa,
centrifugar y separar del paquete globular).

Ayuno: 8 horas |

Estabilidad y temperatura de conservacién de la muestra:
-un dia a temperatura ambiente (20 - 25 °C) —
-hasta 7 dias a 4-8 °C

-hasta 3 semanas a -20 °C

Suero envejecido

Interferencias

| Fibrindgeno

1' ‘, (plasma, pacientes
|| anticoagulados)

1. Fibrindgeno
2. Lipemia

Disminuyen: a, y C3(j,)

}

ByPC sep-dic 2023; 87(3): 60-70



Aspectos preanaliticos - Interferentes

3. Hemolisis

f ' Suero hemolizado |
. (complejo Hp-Hb
— (complejo Hp-Hb)
- |
£ =

4. Anticuerpos monoclonales
en pacientes con terapia biologica
(Daratumumab, Elotuzumab, Isatuximab..etc.)

5. Compuestos radiopacos y medicamentos

Acs monoclonales IgGk (anti-CD38);
en concentraciones terapéuticas interfieren en el PxE e IF.

Patient 1 B Patient 1
Before daratumumab After daratumumab
i ‘ .
Pateent 1 Patent 1
- Before daratumurmad - Aler daratumurnab

A T M R

—

e g0 =
-
SP G A M X

A




Aspectos Posanaliticos: Informe

-Titulo: Proteinograma sérico
-Método: Electroforesis en gel de agarosa

-Se recomienda incluir el trazado densitométrico en el informe de los
resultados.

-Valores de referencia para cada fraccion y para las proteinas totales
(Unidades y %).

-Interpretacién sobre hallazgos relevantes en el proteinograma:
e Normal

Hipergammaglobulinemia policlonal
Hipogammaglubulinemia

Banda homogénea (con la ubicacion de la banda)
Hipoalbuminemia

e a1 marcadamente disminuida
e [32 marcadamente disminuida
e Fracciones a1y a2 aumentadas



Aspectos Posanaliticos: Informe

-Es de utilidad para el seguimiento de la enfermedad informar la concentracion de la
proteina monoclonal integrada desde el trazado densitométrico (CM), aclarando método de
cuantificacion.

-La IF es una técnica cualitativa.

-Informar las bandas monoclonales como asi también la presencia de bandas policlonales.
-Ante resultados no concluyentes adjuntar nota aclaratoria o con recomendacion

(Ej.: Se sugiere repetir la determinacion en 6 meses / Se recomienda solicitar IF en suero

y orina / Se sugiere solicitar cuantificacion de CLL en suero)

-Adherir a recomendaciones nacionales / internacionales a los fines de armonizar el
informe de los resultados.



Recomendaciones del Foro de Proteinas
con sede en la Asociacion Bioquimica Argentina (ABA)

m Arco y col. Recomendaciones del laboratorio clinico en el estudio de las proteinas séricas a partir del proteinograma electroforético.

GUIA DE REVISION

Recomendaciones dellaboratorio clinico en el estudio de las proteinas séricas
a partir del proteinograma electroforético

Recommendations for the clinical laboratory for the study of serum proteins
from the electrophoretic proteinogram
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Raquel?; Pijuan, Maria Carla'?; Rios, Marfa de Lourdes®; Santoro, Silvina Andrea®; Tavella de Del Rio, Ofelia’®

ByPC sep-dic 2023; 87(3):60-70 // ISSN-e 2684-0359

La difusion de este documento tiene por objeto divulgar los aspectos metodolégicos y de
formato de informe recomendados para la electroforesis de proteinas, con la finalidad de
que puedan ser utilizados por todos los laboratorios del pais en pos de la armonizacion.



V'V

V'V

Se puede pesquisar una proteina monoclonal en pacientes con un trazado
electroforético normal, con hipergammaglobulinemia o con hipogammaglobulinemia.
El hallazgo de una banda homogénea no implica el diagndstico de una GM.

En sujetos adultos con hipogammaglobulinemia sin causa se debe realizar pesquisa
para GM.

No se justifica realizar IF en hipergammaglobulinemias policlonales.

Realizar seguimiento de la proteina monoclonal o CM con un mismo método y
plataforma analitica.

Ante sospecha de Amiloidosis se debe ser exhaustivo en la pesquisa (PxEs, IFs, IFory
CLLs).

Se observa falta de armonizacion en las distintas publicaciones y presentaciones al
hacer referencia a la I|g monoclonal (Ej.: proteina-M, proteina monoclonal, CM, banda
monoclonal, pico monoclonal, pico-M)

Revisar periodicamente las publicaciones sobre el tema: Foro Argentino de
Proteinas, International Myeloma Working Group (IMWG).

Participar en programas de evaluacion externa de la calidad.



