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en un buffer a un pH dado segun el punto isoeléctrico (pl) del
electrolito, y un flujo electroosmético mas o menos
importante. Se la considera un método intermedio entre la
electroforesis de zona clasica (sobre soporte de acetato de
celulosay/o agarosa) y la cromatografia liquida.
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Es un método totalmente automatizado. Son dos
empresas las que cuentan con éstos tipos de equipos,
Beckman y Sebia. En el laboratorio contamos con el
Capillarys 2 de Sebia, que emplea el principio de
electroforesis capilar en solucion libre. Tiene ocho capilares
que funcionan en paralelo, permitiendo realizar ocho
determinaciones simultaneas.

Introduccion

La electroforesis capilar (EC) separa moléculas
proteicas cargadas en funcion de su movilidad electroforética,

Eluso de capilares parala separacién electroforética
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CARPILLARYS 2 SEEBIA

ELECTROFORESIS CAPILAR, |
UN PASO SIEMPRE ADELANTE V

Combinando la tecnologia mas actual e innovadora con la experiencia de sebia, capillarys 2
ofrece un elevado nivel de prestaciones, conforme a los regquerimientos y exigencias de los
laboratorios de diagnastico clinico.

Tecnologia en flujo liquido por capilares, ultima generacion en electroforesis.
Completo menui: proteinas, alta resolucion (hr), immunotyping (if), cdt, hemoglobina.
Carga continua de tubos primarios, lector de codigo de barras incorporado.
8 migraciones de muestras simultaneas.

90 determinaciones por hora.

Sensibilidad superior.

Totalmente automatizado.
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tiene multiples ventajas. Los capilares son anticonvectivos,
razon por la que no es necesario el empleo de un gel como
soporte. El calor generado por el paso de la corriente eléctrica,
qgue daria lugar a problemas de temperatura, estd muy
reducido porque la disipacion del calor es muy efectiva.

Lainyeccién de la muestra (diluida) en los capilares se
realiza en el anodo por aspiracion; la separacién, aplicando
una diferencia de potencial de varios miles de voltios (7.800),
en los extremos de cada capilar. La deteccion directa de las
proteinas se lleva a cabo a partir de los 200 nm, en el extremo
catddico del capilar. Se emplea buffer alcalino y el orden de la
migracion de las proteinas es el siguiente: gammaglobulinas,
globulinas beta 2, globulinas beta 1, globulinas alfa 2,
globulinas alfa 1, albiminay pre-albumina (transtiretrina).

La deteccion de las fracciones proteicas es directa; no
existen los pasos: secado, coloracion y decoloracién de las
corridas electroforéticas como sucede con los soportes de
acetato de celulosa y/o agarosa. La imagen similar ala de una
electroforesis en agarosa que se observa al costado del
monitor es virtual, (no existe).

Lo Unico valido es la curva que se observa en la
pantalla del monitor que expresa realmente el
fraccionamiento de las proteinas.

Objetivo

Comunicar la experiencia de un afio de trabajo en el
laboratorio con el equipo de electroforesis capilar en el
fraccionamiento de las proteinas séricas. De mayo 2007 a
abril 2008 se procesaron 57.900 muestras.

Para validar el equipo se trabaj6 en paralelo las
mismas muestras con electroforesis en agarosa en el
Hydrasis de Sebia (990 sueros), el método empleado hasta la
fecha mencionada.

Asimismo, se procesaron muestras de individuos
normales (de acuerdo a las normas internacionales
establecidas) para obtener los valores de referencia de las
distintas fracciones proteicas.

Observaciones

El método de eleccidn para el estudio de las proteinas
séricas en el laboratorio bioquimico clinico es el
proteinograma electroforético (PE). Puede realizarse por
métodos manuales y/o automatizados segun la estructuray el
volumen de trabajo de cada laboratorio, el soporte empleado
esté condicionado por el mismo motivo.

Enla EC, a diferencia de los otros métodos, no existen
los pasos correspondientes a coloracién, decoloracion y
secado de laplaca, pues no existe placa, sino que lalectura se
realiza en forma directa sobre la muestra que circula en el

&

capilar del anodo al catodo. A la altura del céatodo, se
encuentra el médulo de lectura, reflejandose la misma en el
monitor del equipo como una curva similar a la de una
densitometria.

En su momento (1996) el Comité de Expertos en
Electroforesis sefialaba: “La inspeccion visual de un proteino-
grama realizado por una persona entrenada, permite efectuar
una evaluacion semicuantititva de las diversas fracciones
proteicas, que dan una informacion clinica, que no se obtiene
de otra manera”. Esto sigue siendo valido cuando se efecttan
PE con métodos de soporte como la agarosa y/o acetato de
celulosa. No asi en el caso de la EC, donde la inspeccion
visual se efectlia sobre la curva, (que es la que corresponde a
la corrida electroforética de una muestra dada).

Considerando que la EC realiza una lectura a partir de
los 200 nm, marca algunas diferencias con las curvas
obtenidas por la electroforesis en agarosa. La definicion que
se observa desde la zona de la albdmina permite la
identificacion de algunas fracciones que por otros métodos
permanecen ocultas y/o incluidas dentro de alguna de las
otras fracciones conocidas.

Comenzando con lazonade laalbimina, surge unade
las primeras preguntas: ¢ La bis-albuminemia es una rareza o
depende de la sensibilidad del método empleado?

Figuras:1a-1b (bisalb + postalb.)
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Por lo observado en las figuras advertimos con
claridad, por un lado, la alteracion genética y, por el otro, una
de las funciones bioldgicas de la albdimina, su calidad de
proteina de transporte. Por eso se puede observar presencia
de post-albiminas y/o de picos que son mas anchos desde la
base.

De acuerdo alas pautas establecidas por los expertos,
la fraccion Alfa 1 debe observarse con claridad. Cuando se
emplean soportes, esta fracciéon no es observable en caso de
sueros envejecidos y/o cuando los bufferes empleados son
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muy reutilizados. La EC define la zona de las Alfa 1 con mas
amplitud, presenta una diferencia en los valores de referencia
respecto de los otros métodos de alrededor de un 20%.
Ademas, se puede visualizar mas de una fraccion en las
curvas, en casos de algunos fenotipos de la Alfa 1 Antitripsina.

La fraccion Alfa 2 también presenta diferencias con los
métodos habituales. La curva es mas anchay los valores son
mas elevados. Identifica los distintos fenotipos de
haptoglobina como puede observarse enla Fig. 2.

Figuras:2a-2b-2c
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La zona de las Beta 1 y Beta 2 son de alta definicion y
se pueden observar las pequefias alteraciones de la curva por
presencia de componentes monoclonales (CM) de bajo tenor
(tema de discusion en distintos ambitos). Algunos sostienen
que la EC no tiene sensibilidad para detectar esas fracciones.
Por la experiencia adquirida, examinando aproximadamente
60.000 muestras de suero considero que se debe
fundamentalmente a la falta de capacitacion de las personas
gue realizan la validacién de las curvas.

Es necesario tener presente, que cuando nos
referimos a CM, independientemente del valor de las
inmunoglobulinas involucradas en el mismo, es necesario
realizar una inmunofijacion en agarosa o emplear el
Immunotyping, método que se efectla por EC (basado en la
inmunosustraccion).

Figuras:3a-3b-3c
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El estudio de las gammaglobulinas constituye una de
las razones por las que se solicita generalmente un PE al
laboratorio bioquimico. Examinando las curvas se pueden
identificar:

a) Unapatente normal policlonal
b) Una patente policlonal con gammas aumentadas
¢) Una patente oligoclonal con gammaglobulinas normales

y/lo aumentadas
d) Presencia de tenues bandas homogéneas (pueden ser
parte de una gammapatia oligoclonal y/o respuesta a algun

tipo de tratamiento o estimulacion antigénica)
e) Banda homogéneas definidas sobre una patente policlonal
f) Componentes monoclonales propiamente dichos

No voy a analizar cada uno de los puntos arriba
mencionados, pues no es el objetivo de este trabajo, sino
mostraré algunos pocos casos que puedan ejemplificar lo
expuesto.

Fig.4a-byc
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Algunas conclusiones

La EC es una herramienta mas de trabajo en el
laboratorio bioquimico clinico. Es una tecnologia de punta,
totalmente automatizada, que desde el punto de vista
operativo y cientifico-tecnolégico brinda ventajas en
laboratorios de alta complejidad y/o con gran ndmero de
muestras a procesar diariamente. Como toda nueva meto-
dologia el profesional debe conocerla y adaptarse a los
cambios que la misma introduce en la rutina del trabajo del
laboratorio. Deben aplicarse a este método todos los con-
troles de calidad para validar las distintas fracciones
proteicas, emplearlos con las corridas electroforéticas, para
que el operador tenga una referencia y seguridad en la
entrega de los resultados.

Asi como en el empleo de la agarosa como soporte, la
inspeccion visual es muy importante; en éste caso la
interpretacion y validacion de la curva es una tarea similar. En
la medida que mas muestras se procesan y se leen, mas
seguridad adquiere el profesional.

En los casos de presencia de CM de baja, mediana o
alta concentracion, la indicacion es la realizacion de la
inmunfijacién en agarosa que es el "gold standard” para
identificar tipos e isotipos de cadenas pesadas vy livianas,
siendo este un método cualitativo.

Referencias Bibliogréaficas

1-Robert F, Bouilloux JP, Denoroy L.- L electrophorese caillaire: principe et
applications.- Ann Bio Clin 1991 ; 49. 137-148

2-Lissoir B, Wallemacq P, Malsin D.- Electrophorese des proteines
sériques : comparaison de la technique en capillaire de zone Capillarys
(Sebia) el de I'electrophorese en gel d agarose Hydrasys (Sebia).- Ann
Biol Clin 2003 ; 61 : 557-62

3-Didier Le Carrer, Kalyane Bach-Ngohou.- L electrophorese capillaire
automatisee en biologie clinique.- Spectra Biologie 2005 ; N° 146

4-Kok W Th, Bruin GJM.- Capillary Zone Electrophoresis.- European
Chrom News 1988;2: 22-26.

5-Henskens Y, De Winter J, Pekelharing M, Ponjee G.- Detection and
identification of monoclonal gammopathies by capillary electrophoresis.-
ClinChem 1998; 44: 1184-1190

6-Gay- Bellile et. al. - Automated multicapillary electrophoresis for analysis
of human serum proteins.- Clin Chem 2003, 49: 1909-1915

7-Honsson M and Carlson J.- Computer-supported interpretation of
protein profiles after Capillary electrophoresis.- Clin Chem 2002; 48: 1084-
1093

8-Narvaiza RC y col. — Inmunosustraccion en fase homogénea: un nuevo
procedimiento para la tipificacion de componentes monoclonales en
suero.-Revista de Diagnéstico Biolégico 2006; 2: 87-94

9-Roudiere L et al.- Evaluation of capillary zone electrophoresis systems
versus a conventional agarose gel system for routine serum protein
separation and monoclonal component typing. —Clin Lab 2006; 52: 19-27

10-Luraschi et al.- Analytical variation in the measurement of serum
monoclonal component by capyllary electroforesis. Clin Chim Acta.-
2004;394:151-6

11-Terreni A, Caldini A, et al.- Serum proteins capillary zone
electrophoresis: Acomparison of two systems.- Laboratory Medicine 2006;
37:233-236

DESCANSE...

CL Analyzer, el sistema de mayor flexibilidad y simplicidad.
Menii de 5 ensayos (FT, APTT, Fibrinogeno de Clauss, Antitrombina y
D-Dimera).

idenitificacian de las muestras editalile a traves del teclado, 3 unpidades

Diferentes dnidades para’ & reporte de  resultados

de lectura; 2 de coagulacion a 660nm vy 1 cromogenico/latex a 405nm

12 pasiciones de incubacion a 37°C. Miinimo consumo de muestras y

reactivios. fmpresiora termica ncorpoiada: R5232 Seral interface,

..NOSOTROS NOS OCUPAMOS.

. Instrumentation Py
Laboratory

g (T

CL Analyzer

Enwayoi coutpsilauiitivo,

CrONMITERIDS ¢ remnroleinon

FACIL COMD USTED LD DESEA
PEQUEND COMD USTED LO NECEHTA
LISTO PARA CLUANDC USTED LD REQUIERE

WM ARGENTINA SA
— mejorando la vis a cada Instante

(oaricy

*ellegrim
Tet: 54 171 432

nfo@werfen.comear [ www werlen.com.ar

1141 77 plsol BS. As. A

A lgr!
70099 [ Fix: 54 77 4322 0634

PAETAIC Al


http://www.revistabioanalisis.com
http://www.werfen.com.ar

