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Actualmente en los laboratorios es posible determinar casi
cualquier sustancia, pero uno de los primeros andlisis reali-
zados en la historia de la medicina fue el de las profeinas.
Sin lugar a dudas el interés suscitado por el papel de las
proteinas en el organismo es totalmente légico, ya que son
de los compuestos biolégicos mds abundantes en el orgo-
nismo. Forman parte de la estructura celular, mantienen la
presidn oncdtica, son responsables de la coagulacién san-
guinea, poseen funcién transportadora y enzimdtica y
constituyen los anticuerpos. Una de las formas de separo-
cién y visualizacién de las proteinas es la electroforésis.
Este método ideado hace mds de 50 afios, se basa en
separar las proteinas por medio de un campo eléctrico. De
este modo se obtienen distintos grupos de proteinas en
forma de bandas, que una vez tefiidas da lugar a una
imagen de las diferentes fracciones proteicas, que es lo
que se denomina proteinograma.

En este articulo explicaremos el principio del proteino-
grama, describiremos cémo se realiza y valoraremos
su utilidad en la clinica.

PRINCIPIO DE LA ELECTROFORESIS DE PROTEINAS

Las profeinas estdn formadas por aminodcidos, que son
compuestos orgdnicos que tienen un grupo amino (NHs*), lo
que les confiere un cardcter bésico, y un grupo carboxilo
(COQ), que implica un comportamiento dcido (figura 1). A

ZHN-CHZ-CHZ-COOH pH neutro

*3sHN-CH,-CH,-COOr cambio de pH

Figura 1.- Férmula molecular del aminodcido Alanina. Posee (nica-
mente un grupo amino (NH2) y otro acido (COOH) que a pH neutro
no adquiere carga eléctrica. Al cambiar a un pH basico, estos gru-
pOs se ionizan y presentan cargas positivas y hegativas.
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pH neutro, los aminodcidos no estdn cargados, es decir, tie-
nen un punto isoeléctrico neutro. Sin embargo, al variar el
pH los aminodcidos adquieren carga. A un pH en torno a
8, la mayoria de las profeinas se cargan negativamente.
Esfo dependerd, entre ofras cosas, de la cantidad de grupos
amino y carboxilo que posea. Si ponemos un grupo de pro-
feinas en solucién (como es el suero sanguineo) sobre un
soporte de papel o un gel, inmerso en un tampdn de pH
basico, todas las proteinas estardn cargadas. Si ahora
sometemos el suero a una corriente eléctrica, al cabo del
fiempo se separardn grupos o fracciones de proteinas en
funcién de su carga y su peso molecular. En la electroforésis,
las proteinas séricas se separan en 5 bandas o fracciones:

- Albdmina

- a1 globulinas
- o2 globulinas
- B globulinas

-y globulinas

Estas fracciones se distribuyen, aparte de por su carga, por
su peso molecular. Asi, la albdmina tiene un peso molecular
de 70.000 daltons y un punto isoeléctrico de 4.7. Esfas dos
condiciones hacen que la albimina sea la que migre mds
hacia el polo positivo. Las oy B globulinas son muy hetero-
géneas y su peso molecular oscila entre 40.000 y 1 milldn
de daltons. Las y globulinas presentan un peso molecular
cercano a los 150.000 daltons, excepto la Ig M, con mds
de 1 millén de daltons.

A veces, y segin el soporte, se pueden separar hasta dos
fracciones de B globulinas. El gel de agarosa es uno de los
soportes con los que se obtiene mayor separacién de ban-
das. Son geles que presentan una buena conductividad, y
la separacién se puede mejorar si aumentamos el tiempo
de electroforésis, y/o el voliaje de la corriente eléctrica. Sin
embargo, no podemos aumentar demasiado el voltaje, ya
que nos expondriamos a quemar el soporte de agarosa.

Lo albémina es la proteina mas abundante del organismo
en condiciones normales, por lo que serd la banda que
mds destaque en el proteinograma. La variacién de ésta y
las ofras fracciones es lo que nos indicard cambios en la
cantidad de ciertas proteinas, y como consecuencia una
posible patologia.

Una vez acabado el iempo de separacion de las distintas
fracciones, por medio de un colorante se fifien ésfas, visuali-
zéndose 5 bandas correspondientes a cada fraccién ante-
riormente mencionadas (figura 2). A simple vista se puede
ver que fraccién es més infensa o mas ancha, o ambas par-
ficularidades a la vez. No obstante, la intensidad y anchura
de cada banda se visualiza con un instrumento llamado
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Figura 2.- Distin-
& tas fracciones
: obtenidas fras la
- electroforesis y

o posterior tincién
‘ ‘ de las mismas.

Albtimina alfal alfa2 beta gamma

fotodensitémetro, que transforma las bandas en curvas,
como veremos mds adelante.

Las distintas fracciones o bandas aglutinan a varios grupos
de proteinas distintas.

- La albdmina se aisla sdla.

- ALFA 1, formada por:
o a lipoproteina o HDL lipoproteina, transporta el
colesterol desde los vasos sanguineos al higado.
o a1 glucoproteina dcida o seromucoide. Reactante de
la fase aguda.
o o antifripsina y ou antiquimiofripsina. Las dos con
cardcter enzimdtico inhibidor.

- AlFA 2. Se compone de:

o Macroglobulina o antiplasmina .

o Ceruloplasmina, una oxidasa de cobre.

o Haptoglobina, que elimina la hemoglobina por el
reficulo endotelial.

o Proteina C reactiva o factor de respuesta especifica
a la inflamacién.
En las alfa 1y 2 también estdn todas las proteinas
del complemento.

- BETA se incluyen:

o Fibronecting, presente en los procesos de fagocitosis.

o B lipoproteina o LDL lipoproteina. Transporta el coles-
terol desde el higado a los vasos sanguineos.

o Transferrina o proteina que fransporta el hierro hasta
la médula ésea.

o P2 microglobulina. Es una cadena ligera del comple-
menfo HLA.

o B glucoproteina. Especifica del embarazo
y tumores.

o Transcobalamina 2, se encarga del transporte de
vitamina B12 (cobalamina).

o Hemopexina. Retiene el grupo hemo liberado
en la hemdlisis.

- GAMMA
o Enella se agrupan los anticuerpos. Posiblemente sea
la fraccién mds importante desde el punto de vista
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clinico. Hay 5 tipos de inmunoglobulinas o y globuli-
nas: A, G, ME y D. Todas ellas implicadas en proce-
sos inmunes. El significado y la implicacién deto-
lloda de cada una de ellas en estos procesos se
escapa del tema de este articulo. Se puede observar
un aumento generalizado en la regién y, o un
aumento monoclonal, caracterizado por una banda
intensa y estrecha, debido a un sdlo fipo de inmuno-
globulinas, o bien una banda policlonal, es decir
intensa y ancha. Aqui lo que se visualiza es més de
un tipo de inmunoglobulinas.

REALIZACION DEL PROTEINOGRAMA

El suero se diluye al doble (1:1) con un tampén Trisbarbital
sédico, de pH 9. Sobre la placa de agarosa se aplica una
plantilla, sobre la cual se dispensan 5 pl de la dilucién del
suero (foto 1). Tras 4 minutos de incubacién, el suero
impregna el gel y entonces se elimina el suero sobrante con
un papel secante. Posteriormente se somete el gel a un
campo eléctrico, para lo cual se utiliza una cubeta de elec-
froforésis. Esta lleva dos electrodos, cada uno de ellos en un
compartimento separado. En cada compartimento se afio-
den 35 ml de tampén Trisbarbital sédico (pH 9), y los
comunicamos entre si por medio de la placa de agarosa,
que se dobla para puentearlos, como muestra la foto 2.
Tras 25 minutos, a 80 voltios, se seca la placa con aire
caliente, hasta que el gel se haya desecado por completo.
Entonces se fifie éste con un colorante azul écido, durante
10 minutos. La tincién se decolora con una solucién com-
puesta por agua, metanol y 4cido acético, durante 5 minu-
fos. La accidn decolorante se defiene, simplemente lavando
con agua. Se vuelve a secar la placa con aire caliente, y ya
estd lista para su evaluacién.

Ahora se pueden ver las distinfas bandas de los diferentes
sueros aplicados, como se aprecia en la figura 3. A simple
vista ya se aprecian diferencias de bandas en cada suero.
La placa, seguidamente se introduce en el fotodensitémetro,
donde se escanean fodas las bandas. Este insfrumento estd
acoplado a un ordenador, donde se representan las grfi-
cas en forma de curva (figura 4). La intensidad de cada
fraccidn es el alto de la curva, y el ancho de cada banda
nos da el ancho de la curva. El instrumento fija como el 100
% la suma de todas las dreas de cada una de las curvas. El
drea de cada curva nos dard, por tanto, el porcentaje de
cada fraccién. Los infervalos de referencia que aparecen en
la figura 4, se han calculado en nuestro laboratorio a partir
de muestras de animales sanos, perros en este caso.
La albdémina es la primera curva de la izquierda, y la frac-
cién y la dltima curva de la derecha. Entre ambas se distri-
buyen las fracciones a1, a2 y B respectivamente.
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Foto 1.- En la foto se muestra la aplicacién del suero en el gel de agarosa.
Tras 4 minutos de incubacién, el suero se habra impregnado en el gel.

Foto 2.- Cubeta de electroforésis, donde se puede observar como la placa
de aygarosa une los dos compartimentos, comunicdndolos entre si para que
pueda circular la corriente eléctrica. La placa se pone boca abajo, para
evitar que el calor producido por la corriente eléctrica seque el gel.
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Figura 3.- En esta placa podemos observar el proteinograma de 10 sueros
distintos. Vemos que en algunos de ellos destaca alguna banda en parti-
cular sobre los demas. La albdmina es la fraccién que mds migra hacia el
polo positivo
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FRACCION % G/dL VALORES NORMALES %
ALBUMINA 52.3 319 41.0 - 560
ALFA 1 3.9~ 0.3 529 = 98
ALFA 2 g.2 0.7 9.0 - 152
BETA 2237 17 16.9 - 26.0
GAMMA 12:58 09 7.8 = 13.8
PROTEINAS TOTALES 75

A/G 1.10

Figura 4.- Proteinograma de un suero canino normal. Aparecen los inter-
valos de referencia de cada fraccién, expresados en porcentaje. Tam-
bién aparece el cociente albdmina/globulinas totales (A/G).

Es un error muy frecuente intentar cuantificar las distintas
fracciones a partir del proteinograma. La premisa a plan-
fear es la siguiente: si las profeinas totales suponen el 100
%, y fenemos el porcentaje de cada fraccién, es sencillo calk-
cular por fanto la canfidad de cada una de las fracciones
proteicas. Sin embargo cuando se comparan los resultados
de la albimina, determinada fotfométricamente con la calcu-
loda a partir del profeinograma, se observan marcadas
diferencias. La explicacion es que para poder cuantificar las
proteinas a partir del porcentaje obtenido del proteino-
grama, se deberia realizar una curva de calibracidn, com-
parar los resultados con un suero control, y que las condi-

ciones del ensayo (voltaje, tiempo de electroforésis y de tin-
cién, de decoloracién, etc.) siempre fueran las mismas, tal y
como se realiza en el método fotométrico.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Evidentemente, la utilidad del proteinograma, como la de
cualquier método diagnéstico, es confirmar o descartar la
sospecha de una enfermedad. La variacién de las disfintas
fracciones, estd asociada a diversas patologias. En la tabla
| se resumen los aumentos y descensos de las distintas frac-
ciones, asociadas a patologias y condiciones concretas,
que describimos a continuacién.

Hemdlisis y lipemia

La hemélisis aumenta la fraccién B a niveles muy por
encima de los normales, debido a la hemopexina y
ofras proteinas liberadas en la hemdlisis. La lipemia
también induce un aumento de la fraccién p debido a
las lipoproteinas (figura 5).

Inflamacién aguda

En estos casos se suele hallar una ruptura de tejidos
que puede producirse por infecciones (bacterianas,
viricas o parasitarias), traumatismos, alteraciones car-
diacas y metabdlicas (uremia, shock...) y moquillo en
los primeros estadios. En todos ellos se liberan protei-
nas de la fase aguda, que forman parte de las fraccio-
nes alfa 1y 2, como hemos visto antes, por lo que
observaremos un aumento de ambas fracciones.

Tabla 1.- Caracteristicas de las distintas fracciones del proteinograma en ciertas condiciones clinicas.

Protefnas totales Albtimina

Inflamacién Aguda N *
Inflamacién Crénica N *
Hepatitis Severa N * * *
Cirrosis Crénica Variable * *
Cirrosis Aguda Variable * *
Sindrome Nefrético * * * *
Hipogammalbuminemia

Hipergammaglobulinemia N * *
Hipoproteinemia * * * *
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Inflamacién crénica

Las profeinas de la fase crénica se engloban en la fraccion
oz, por lo que ésta aumenta. A veces se observa un ligero
aumento de la fraccién B, debido a las proteinas del com-
plemento. Este patrén se puede hallar por supuesto en todas
las infecciones crénicas, como parasitosis, brucelosis, leptos-
pirosis, efc., en procesos alérgicos, tumores, linfomas y en
enfermedades auto inmunes.

Trastornos hepdticos

El higado sintetiza la albdmina y las alfa globulinas,
por lo que en alteraciones hepdticas severas se puede
observar una disminucién de ambas fracciones. Sin
embargo, en las hepatitis agudas, cirrosis y alteracio-
nes biliares, se observa un aumento de las fracciones
By y. En el caso concreto de la cirrosis hepdtica el
patrén es muy caracteristico aumentando las fraccio-
nes en escalera desde la oz hasta la v (figura 6).

Sindrome nefrotico

Una de las mayores caracteristicas es la pérdida de gran-
des cantidades de proteina por el riidn. La albimina es una
de las que mds se pierde por los glomérulos en fallos rena-
les, junto con profeinas de bajo peso molecular, dando
lugar a una bajada en la albémina y en las fracciones alfa,
y de forma mds marcada en la a2, posiblemente debido al
proceso inflamatorio (figura 7). La diabefes, intoxicaciones
graves y dlteraciones circulatorias, son las causas mds fre-
cuentes del origen del sindrome nefrético. Las enfermedades
inmunomediadas también pueden provocar fallo rendl,
debido a los inmunocomplejos.

Hipogammaglobulinemias

Como es bien sabido, las proteinas que componen la
fraccién y son inmunoglobulinas o anticuerpos, por lo que
una bajada en esta fraccién implica una situacién de
inmunosupresion o inmunodeficiencia. Tratamientos con
férmacos inmunosupresores, como ciclosporina o gluco-
corticoides en altas dosis, pueden reflejar este patrdn
electroforético, ademds de intoxicaciones graves. En
cuanto a las enfermedades que pueden inducir inmunosu-
presion estan la parvovirosis canina y panleucopenia
felina, e inmunodeficiencias felina y congénita.

Gammoapatias
Las gammapatias son un aumento de la fraccién y por diver-

sas causas. Segin mi opinién, es en este fipo de alteracio-
nes donde el proteinograma es més Util en el diagnostico y
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FRACCION % G/dL VALORES NORMALES $%
ALBUMINA 34.0- 2.4 41.0 - 56.0
ALFA 1 3..3= 0.2 5.9 = 9.8
ALFA 2 12.2 0.9 9.0 - 15:2
BETA 38.4+ 2.8 16.9 — 26..0
GAMMA 121 0.2 7.0 = 13.3

PROTEINAS TOTALES

~
N

A/G 0.52

Figura 5.- Proteinograma de un suero hemolizado. Se puede observar un

claro aumento de la fraccién f.

FRACCION % VALORES NORMALES %
ALBUMINA 22:9~ 41.0 - 56.0
ALFA 1 2. 5 5.9 = 9.8
ALFA 2 14,9 Gl = 152
BETA 138.5= 16.9 = 26.0
GAMMA 46.2+ 7:0 = T13.3
A/G 0.30

Figura 6.- Partrén tipico de un proceso hepdtico severo, en este caso se frata de

una cirrosis hepdtica. Las fracciones van aumentando desde la oz hasta lay.

seguimiento de la evolucién de una enfermedad. El
aumento de esta fraccién nos indica una respuesta exage-
rada del organismo frente a disfintas situaciones, produ-
ciendo gran canfidad de anticuerpos. Los tumores, infeccio-
nes, linfomas, atopias y enfermedades autoinmunes,
incrementan la fraccién vy en el profeinograma. Las gammo-
pafias pueden ser policlonales, es decir aumentan varias
inmunoglobulinas, o monoclonales, donde destaca el
aumento de una de las inmunoglobulinas.

Puesto que en la clinica diaria, la leishmaniosis y ehrlichiosis
son infecciones bastante frecuentes, detallaremos mds
ampliamente el pafrén electroforético de cada una de ellas.
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FRACCION % VALORES NORMALES %
ALBUMINA 45.0 41.0 - 56.0
ALFA 1 36~ 5:9 -~ 9.8
ALFA 2 16.6+ 9.0 = 15.2
BETA 257 16.9 - 26.0
GAMMA 9.2 T8 = 133
A/G 0.82

Figura 7.- Patrén tipico de un proceso inflamatorio crénico. El porcentaje
de la fraccién a2 estd muy elevado con respecto a los valores normales.

En este caso el animal presentaba una insuficiencia renal.

FRACCION % G/dL VALORES NORMALES %
ALBUMINA 18:5- 1.6 41.0 - 56.0
ALFA 1 4.3- 0.4 5.9 - 9.8
ALFA 2 iyl 0.7 9.0 = 152
BETA 23.4 v | 16.9 = 2640
GAMMA 46.1+ 4.1 7.0 = (33

PROTEINAS TOTALES

[o0]
e}

A/G 0.23

Figura 8.- Proteinograma de un perro con ehrlichiosis, diagnosticada por

inmunofluorescencia indirecta. El aumento de las fracciones beta y
gamma es patente.

En la ehrlichiosis, nos encontramos con una gamma policlo-
nal (figura 8) con un aumento de befa. Tras el tratamiento,
los niveles de globulinas se suelen normalizar entre los 3 'y
9 meses, aunque a veces hay que esperar hasta los 18
meses. A veces suele aparecer un pico monoclonal.

En la leishmaniosis, es frecuente la aparicién de picos
monoclonales en la fraccién gamma (figura 9), aun-
que también es frecuente observar gammas policlone-
les. La evolucién de la enfermedad tras el tratamiento,
se debe seguir por los resultados del proteinograma,
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FRACCION % VALORES NORMALES %
ALBUMINA 2«8~ 41.0 = 56.0
ALFA 1 2.3~ 5.9 = 9.8
ALFA 2 3.3~ 9.0 - 15:2
BETA 14.0- 6.9 = 26.0
GAMMA 58.6+ 7.8 = T13.8
A/G 0.28

Figura 9.- Proteinograma de un perro con leishmaniosis, con un pico
monoclonal en gamma.

ya que es frecuente observar proteinogramas normali-
zados junto con titulos de anticuerpos positivos. Otras
veces en cambio, se observa un aumento de la frac-
cién gamma con titulos de anticuerpos negativos,
cuando comienza una recidiva.

Por todo lo expuesto, estd claro que el proteinograma
es una herramienta muy 0til en el diagnéstico y segui-
mienfo de algunas enfermedades, siendo en los proce-
sos que cursan con un incremento de la respuesta
inmunitaria, donde su aplicacién es idénea. Sabiendo
interpretar la significacién del aumento de una frac-
cidn concreta, podemos confirmar la sospecha de un
diagnéstico y evaluar la evolucién de la enfermedad.

BIBLIOGRAFIA:

- Alper, C.A. Plasma protein measurement as a diagnostic aid. N. England J.
Med., 1974: 291; 287 - 290.

- Balcells, A. La clinica y el laboratorio. Masson-Salvat, 1989: 69 - 81.

- Carcelen, J., Molano, 1., Camara C., Iniesta V., Vifivelas J.,, Mangas M.,
Fernandez-Cotrina y Gomez nieto L.C. Correlacién entre disproteinemia y
respuesta inmune. Argos. 2004 (62), 54 - 58

- Lehninger, A.L. Bioquimica. Proteinas: comportamiento en disolucién. Ed.
Omega. 1972; 139 - 158.

- Rebar, A.H. Cytology of fluids (evaluation of pleural, peritoneal, and pericardial
effusions). TNAVC Proceedings, 1999.

- Sainz Rodriguez, A. y Tesouro Diez, M. A. Alteraciones biopatoldgicas:
hematologia, bioquimica sanguinea, uriandlisis, etc. Canis et Felix. 2001
(51); 41 - 48.

- Varela Balcells, F. Inmunopatologia de leishmaniosis canina: bases teéricas y
aspectos précficos. Fundacién Purina. 1992. 21 - 24.

pequefios animales



