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INTRODUCCION

La utilidad de la separacién de las fracciones protéicas
en los distintos productos biol6gicos, en relacién al diagnéstico de nume
rosos padecimientos y a otrae aplicaciones dentro de las ciencias médi-
cas, resulta evidente en los numerosos trabajos que en los Gltimos anos

ge han publicado scbre eate asunto.

De los lM{quidos biolégicos, indudablemente el més am--
plia y profundamente estudiado es el suero sanguineo; la electroforesis
de sus protefnas se aplica ya con éxito en el diagnéstico de las disprotei

nemias, como el mieloma maitiple, la macroglobulinemia de Waldens--

trom y otras.

En cuanto a otros liquidos biolégicos, los estudios elec
troféréticos son més reducidos. De ah{ que las aplicaciones clinicas de
las determinaciones electroforéticas de las proteinas de esos liquidos -
se encuentren tan limitadas que podemos decir que aGn se hayan en su -
fase experimental. En el caso particular el liquido cefalorraquideo, -
los factores determinantes que han influido seguramente en lo que se
refiere al eacaso nimero de estudios realizados, son la dificultad de ob

tenerlo en condiciones de normalidad, las grandes cantidades de liquido




que se requieren habitualmente para la determinacién y la carencia de --

una técnica tipo para llevarla al cabo.

-

Hemos considerado pues de interés el estudio éxperimen-
tal cuyos resultados expondremos y cuyos fines primordiales son los gi---
guientes:

1. La técnica; principalmente en lo que se refiere a la concentra--
cién de proteinas del liquido cefalorraquideo, con la mira de que los resul

tados obtenidos en estos estudios sean comparables.

2. La investigaciébn de las modificaciones que diversos trastornos--
neurolégicos pudieran ejercer sobre las fracciones proteicas del liquido,

y

3. La corroboracién de las cifras que se consideran como norma--

les en cuanto a la concentracién de las fracciones proteicas del liquido.

Como se veri en el curso de la exposicién que continqa, -
el Gnico de estos prop6sitos que creemos haber logrado adecuadamente es

el primero.

Por lo que se refiere al segundo punto, es indudable que-
86lo una casufstica numerosa, que no ha estado a nuestro alcance, podré-
dar los resultados buscados. En cuanto al tercer propésito, dado que - -
‘nuestras investigaciones se realizaron en liquidos cefalorraquideos de pa-

cientes con enfermedades neurolégicas, la tinica base sobre la cual pudi--




mos evaluar la posible normalidad, fue la de que las cifras de proteinas

totales ae hallaran dentro de los Ifmiies normales y resulta evidente la -

fragilidad de la suposicién de que & protefnas totales normaies correspon

dan fracciones protefcas también normales,

De acuerdo con lo anterior creemos que la utilidad de --
«sto trabajo se reduce a la enunciacidn de una standarizacién de la técni
o2 para ia separacién de las fracciones proteicas en lfquidos cefalorra--
quideoa y gue los resultados obtenidos en cuanto a cifras normaleé y en
ocuanto a su modificacién en distintos padecimientos deben tomarse con -
tadas las reoaervas del cago y 86lo comparativamente a otros estudios --

practicados o por practicar.
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El fen6meno del desplazamiento de las sustancias con—
tenidas en una solucién, como efecto del paso de una corriente eléctri—
ca, es conocido deede hace més de un siglo. Los primeros estudios en
relacidon con este fenémeno fueron practicados por Hittort en 1853, y -~

Oliver Lodge en 1886.

Las bases tebricas para estos estudios fueron las obger
vaciones de un fi{sico ruso, Reuss,quien en 1807, descubrié la migracién
producida por la accién de un éampo eléctrico en las particulas de arci-
lla suspendidas en agua. Estos experimentos, seguidos por los de x'iu-~>
merosos investigadores, permitieron la divisién de los‘ coloides en dos
grandes grupos, anib6nicos y catiénicos, segan se desplazasen a uno u-

otro polo por la accién del paso de la corriente eléctrica.

El primero en estudiar el deaplazamiento de las parti-
culag de albimina en un campo eléctrico y en observar que existfa un -
pH en el cual la proteina no se desplaza ni al 4nodo, ni al cétodo, es de
cir, que 8¢ comporta como una particula eléctricamente neutra, fue Sir

William Hardy en 1899, quien di6 el nombre de punto isoeléctrico a ese



pH.

Sin embargo, las aplicaciones prfcticas se iniciaron con
los experimentos de Field y Teagle, quienes en 1907, en un soporte de ge
losa cuyos extremos estaban sometidos a un potencial eléctrico, separa--

ron la toxina de la antitoxina diftérica.

El aprovechamiento de lo que hoy llamamos electrofore--
s8is para la separacidn dc las distintas fracciones protéfcas en una solu-—
cién se inicié con el estudio de Tiselius en 1937, quien utilizd un tubo en-
U de Nernst, logré6 el desplazaminto de las proteinas y pudo determinar-

6pticamente el plano de separacién de las fracciones protéicas.

El procedimiento de Tiselius presentaba ciertos inconve-
nientes para su aplicacién rutinaria, sobre todo en problemas vde tipo -~
clinico: la técnica era tediosa, dificil de practicar, costosa y requeria -
de grandes cantidades de material bioldégico para el andlisis. Estos in--
convenientes fueron subsanéndose poco a poco, por la introduccién de so-
portes mas firmes que la delicada columna liquida del aparato de Tise- -

lius.

Entre los soportes que fueron empleados entre 1937 y --
1950, podemos mencionar a la gelosa, la gelatina, la gasa de algodén, la

lana de vidrio, la fibra de amianto y el papel filtro.

La utilizacién de este ultimo soporte fue en realidad lo ~
que permitié que la electroforesis se desarrollara en forma considerable.
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Su empleo se debib inicialmente a Konig ( 1937 ), quien logr6 en ese sopor
te separar un pigmento amarillo del veneno de una serpiente. S6lo hasta
1950 pudo comprobarse definitivamente la importancia de ia electrofore--

8is sobre papel para la separacién de sustancias macromoleculares mez-

cladas.

De 1950 a la fecha, los trabajos que se han publicado so-
bre la separacién electroforética de las fracciones protefcas de los liqui-

dos biolbégicos, principalmente del suero sanguineo, son innumerables.

La introduccién del acetato de celulosa como soporte fue
preconizada por Kohn en 1957, usando las membranas de los filtros bacte
riolégicos con ciertas modificaciones. Las membranas de acetato de ce-
lulosa son blanquecinas, opacas y tienen una superficie muy lisa; son que
bradizas cuando estdn secas, pero humedecidas soportan tenéiones consi
derables. Cuando se las sumerge en liquidos clarificadores adecuados, -
pueden adquirir una transparencia absoluta, tanto a la luz visible como a
la ultravioleta. Ni el alcohol, ni el éter, ni el benceno, ni los &cidos di-
luidos afectan a las membranas de acetato de celulosa, las que son resis
tentes aln al &cido clorhidrico concentrado, que sin embargo las convier
te en celulosa. Los alcalis diluidos no las dafian, pero modifican su trans
parencia. Las membranas de acetato de celulosa pura tienen poros cuyo

tamafio veria de 0.5 a 3 micras, y desde su introduccién por Kohn han si

do empleados con éxito como medio soporte para la electrofcresis de las
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proteinas.

L.as membranas de acetato de celulosa tienen laa siguien-
tes limitaciones: no deben emplearse en tanquee verticales, ya que los -;
resultados no han gido satisfactorios; no deben usarse con un amortigua--
dor que contenga solventes de la celulosa; la corriente no debe exceder de
0.4 miliamperios por centfmetro de membrana, o superficie a menos que
se empleen técnicas de enfriamiento; los colorantes tampoco deben tener-
sustancias solventes de la celulosa.

El fenédmeno de la migracién de sustancias disucltas, co-
mo efecto del paso de una corriente eléctrica, asf como sus aplicaciones
précticas, han recibido muy diversas denominaciones: Hardy lo llamé -~
"catoforesis''; Micﬁaens ( 1909 ), le di6 el nombre de "electroforesis";
Hashimoto ( 1852 ), denominé "papirografia’ especificamente al procedi-
miento que utilizaba el papel filtro como soporte. Durrum ( 1951 ), la -
denominé "microelectroforesis' y "microionoforesis' y Spiegler en - -
1951 y MacDonald en 1952, la llamaron "electrgmlgracibn".

En realidad, sélo se conserva hasta la fecha el ncmbre-
de "electroforesis', al que con frecuencia se le agrega el calificativo de
"de zona', en contraposicién a la electroforesis libre, en la cual no se -
produce una separacidn real de las distintas fracciones, sino diversos -
puntos con gradientes de indice de refraccién que nos traducen las dife

ferencias de concentracién entre los diversos componentes. En la elec-



troforesis de zona, que se lleva a cabo con una solucién amortiguadora --
que embebe el soporte, se obtiene una separacion efectiva de las distintas
fracciones en las diversas zonas.

La mencién de la teorfa y los principios de 1& electrofore
sis, asf como de los conceptos bésicos de electricidad y electrénica nece
sarios para comprender el proceso, salen de nuestro propbsito. Hay nu-

merogos tratados en los cuales vienen explicados en forma integral.
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MATERIAL Y METODOS

— v— - Sy G s . e - ——— . . D - -

MATERIAL BIOLOGICO.

Las muestras de LCR fueron obtenidas de pacientes in--
ternados en el Hospital Nacional de Neurologia de la Secretarfa de Salubri
dad y Asistencia.

En ningtn caso se hicieron punciones especiales para es-
te estudio, 8ino que se aprovecharon los lfquidos extraidos en la préctica
de procedimientos diagnésticos, principalmente la ventriculografia y la -
neumoencefalografia.

Las punciones fueron en ocasiones ventriculares y en oca
siones lumbares, y se realizaron siempre en dectbito lateral. En el ca—
8o de las punciones lumbares se tomé en cada caso la presién del liquido
empleando un raquimanémetro de Ayer. Mencionamos en los cuadros --
que concentran nuestros resultados dichas presiones y en el caso de algu
nas punciones ventriculares, las obtenidas en los mismos pacientes en --
ocasién de punciones lumbares que les fueron practicadas en fecha distin
ta, pero cercana a la puncién ventricular.

Los volamenes de LL C R extraidos variaronentre Ty --
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25 ml. Los diagndsticos que mencionamos en el curso de este trabajo es
tuvieron basados no 86lo en la impresién clfnica, sino corroborados por -
biopsias, necropsias, reacci6én de desviacién de complemento para la cis

ticercosis y otros procedimientoe de gabinete.

PROCEDIMIENTOS.

La secuela que seguimos para el estudio de cada uno de -

los LCR puede resumirse de la siguiente manera:
a) Determinacibn de las protefnas totales del L CR.
b} Concentracién del contenido protefco del liquido
- didlisis
- liofilizaci6n
c¢) Electroforesis
| - electroforesis propiamente dicha

- transparentacién y secado de la membrmia

d) Lectura de los patrones electroforéticos y célculo de los porcié»n‘t‘bys}.

DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES:

L.a determinacién de proteinas totales en las muestras _ﬁde
L CR, se hizo en todos los casos por un procedimiento nefelométrico, -
modificacién del de Kingsbury, Clark, Williams y Post, para la determi-
nacién de las protefnas urinarias,aunque en algunas ocasiones se hicieron

simultdneamente determinaciones por el procedimiento de Kjeldahl, para
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comprobar los resultados.

La técnica nefelométrica seguida con el L C R fue la si--

guiente:

1. Enuntu de ensaye de 20 x 150 mm. se depositaron con una pipe-

ta2mlde LCR.

2. Se agregé una gota de suspensién de goma Gatti.

3. Se afiadieron € ml de soluci6n acuosa de &cido sulfosalicflico al 3%.

4. Se agité por inversiones repetidas del tubo previamente tapado.

5. Se dejé eposar durante 5 minutos y se agité nuevamente por inver-

8ién.

6. Se pas6 a una celdilla de colorfmetro y se ley6é en Coleman Jr. a -

440 milimicronez de longitud de onda; el 100% de transmitancia se

i}6 con agua destilada.

7. @ conversién de la lectura colorimétrica a concentracidén de pro--
tefnas se hizo en una tabla calibrada a partir de una gréfica que se
obtuvo de las lecturas de patrones con concentraciones conocidas -

s de proteinas y se trazd en papel semilogaritmico.

Previamente & la determinacién de proteinas totales, los
. 5 L C R fueron centrifugados a 3, 000 revoluciones por minuto durante § mi
nutos y decantados a un tubo limpio con el objeto de descartar elementos

figurados, principalmente eritrocitos en los liquidog contaminados con -

sangre.

11
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CONCENTRACION DEL CONTENIDO PROTEICO DEL LIQUIDO.

El problema més importante en relacion al estudio elec--
troforético de las protefnas del L. C R, reside cn la baja concentracién de
estag sustancias en el mismo. Este problema no existe en el suero san--
guineo, ya que la concentracién proteica en él es muy elevada y puede co-

rrerse la curva electroforética directamente con el suero fntegro.

En el L C R en cambio, las concentraciones de protefnas
son hasta 200 veces menores que las del suero y es indispensable aumen-
tar dichas concentraciones para hacer posible el estudio.

Muchos son los procedimientos que se han ensayado pard
aumentar la concentracién de protefnas. Mumenthaler y Mirki han hecho
una revisién muy extensa de los mismos; evaporacién al vacio, didlisis,
ultra'ﬁltracibn por varios procédimientos, precipitaciébn con acetona y ~-—
otros. De acuerdo con el trabajo de los autores mencionados, todos és-~

tos procedimientos implican ciertas pérdidas de las proteinas y la pmsibj_

lidad de una desnaturalizacién, por lo menos de algunas fracciones, lo -~ -

que indudablemente ocasiona resultados erréneos. Ellos preconizan la -

bondad de la filtracién al vacfo. En nuestro trabajo decidimos inicialmen
te ensayar la liofilizacién como procedimiento de concentraci6tn. Sin em

bargo, los patrones electroforéticos obtenidos con L. C R concentrados en
esa forma eran completamente inftiles, ya que era imposible distinguir -
en ellos los perfiles de las diferentes fracciones.
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Pensamos que llo pudiera deberse al aumento de concen-
traciones de determinados iones, especialmente sodio y cloro, y de sales
como consecuencia de la liofilizacién, que interferfan en la migracién de
las moléculas protéicas. De acuerdo con esa idea, dializamos previamen
te a la liofilizacién el L C R, empleando una membrana de celulosa y - -
agua destilada. Después de comprobar la pérdida de sales, procecjimos -
a la liofilizacién.

Para cerciorarnos de que el proceso de la didlisis y el -
de la liofilizacién consiguiente no producian modiﬁcaciones en el conteni-
do proteico que pudieran falgsear los resultados, hicimos un fraccionamien
to electroforético en varios sueros sanguineos; primero integros, segun-
do liofilizados y redisueltos y tercero, dializados, liofiliza&os y redisuel
ioe. ‘Los resultados que obtuvimos con las tres variantes fueron muy se-
mejantes y lag diferencias obtenidas fueron précticamente despreciables.

De acuerdo con los ensayos preliminares que realizamos,
encontramos que la concentracién 6ptima final en el liquido para obtener-
un electroforograma adecuado, en lo que se refiere a la separacién de las
fracciones y a la facilidad de lectura en el densitémetro, era la de alrede
dor de 5 g %. Con concentraciones inferiores a esa, mientras més ba- -
jas, las fracciones porcentualmente menores eran mds dificil de apreciar
se, aunque podrian usarse concentraciones hasta de 2 g %, con resulta--

dos todavia Gtiles. Con concentraciones superiores a 5 g, se‘obtuvieron

13



eleétroforogramas correctos pero no mejores y, por otra parte, esto im-
plicaba la necesidad de una mayor cantidad de ifquido.

As{ pues, hicimos nuestroa célculos para obtener en el -~
M{quido dializago. liofilizado y rediluido, una cantidad de proteinas aproxi
mada a la deﬂS g%. |

Por otra parte, encontramos también que la cantidad en-
que deberfa hacerse la redilucibn era, por lo menos de 0.05 ml; en canti

. dades menores la dilucidén resultaba imperfecta.

Finalmente, come resultado de los experimentos previos
que antes mencionamos, nos dimos cuenta de que en el proceso de diéli--
8is y liofilizacién se perdia aproximadamente un 25% del contenido protei

co del l{quido biolégico sometido a esos procesos.

Raséndonos en lo anterior, calculamos la cantidad de if-

quido por dializar de la manersa siguiente:

Para obtener la concentracién ideal de 5 g %, era necesa
rio que en los 0.05 ml indispensables de material redisuelto, huﬁiera - -
0.0025g de proteinas. Asi pues, habia que buscar ;a cantidad de liquido
que tuviera 0.0025 g. de proteinas de acuerdo con su concentracién ini--

cial y tomando en consideracién el 25% de pérdida de material proteico -

durante el proceso.

La férmula para determinar el volumen fue la siguienté:

14




0.5 C

en la cuai V representa el volumeny C la cantidad inicial de protefnas
de lfquido en mg x 100 ml. El factor 2.5 representa la cantidad de pro
tefnas en miligramos que se requieren en los 0.05 ml del material redi--

auelto y el factor 0.75 se empled para considerar el 25% de pérdida.

Asf pues, por ejemiplo: si la concentracién inicial de pro

teinas en el liquido era de 40 mg %, tendrfamos que:

v

2.5 x 100 . 250 " 8.33ml.
0.7 x 40 30 -

En los casos en que la cantidad de liquido disponible no -
era suficiente utilizamos la mayor cantidad cercana a la ideal y calcula--

mos nuestra conceniracién final.

DIALISIS.

Una vez determinada la cantidad de liquido necesaria, --
éata se depositd eh un tu o de celulosa para diélisis de 3 cm de didmetro
aproximedo ( Dialyser tubing celulose NO - 44 65 - A - 2 de Arthur H. -
Thomas Company ), que se cerrd herméticamente con hilo; la bolsa asf

formada se suspendi6é en un vaso de precipitados de 500 ml lleno de agua

15




déitﬂhdn. que se cambié en varias ocasiones con intervalos de #proximn-
damente 30 minutos hasta que la adicién a ella de unas gotas de solucién
1/20 N. de AgNO, en HNO, dil. no sefalara ningtn precipitado blanco.
Habitualmente esto se logr6é con 4 6 5 cambios de agua. En seguida las
bolsas se colocaron en estufa a 37° C por el tiempo necesario para que-

su superficie exterior estuviera completamente seca.

LIOFILIZACION .

El l{quido dinlizado, convenientemente agitado por inver-
siones de la bolsa se coloc6 en ampolletas estériles y quimicamente lim-

pias dé 10 6 20 ml. de capacidad, en cantidades de 5 - 10 ml. de liqui-

do respectivamente.

El l{quido contenido en las ampolletas se congeld en una-
mezcla de hiele seco - alcchol y ge procedid a liofilizarlo en un apa;fato -

USIFAOID.

Como ya dijimos en las lineas anteriores, el material --
obtenido por la liofilizacién, se redisolvid siempre en 0.05 ml del mismo
l{quido. El error relativo a esta adicién por el contenido inicial de pro--

teinas en L C R es despreciable.

Una vez redisueltos los L. C R concentrados por medio -

de didlisis y liofilizacién de 1a manera indicada anteriormente, dichas --
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muestras se colocaron en una membrana de parafilm, poniendo una gota -
de cada una de ellas sobr‘e la membrana, colocada en una superficie dura.
Es necesario dejar un espacio suficiente entre gota y gota con el objeto de
maniobrar con el aplicador sobre cada una de ellas, sin tocar a las adya-
centes. Inmediatamente después de colocar las distintas gotas correspon
dientes de cada muestra sobre el parafilm, deben taparse las diferentes ~
gotas con una cubierta que suministra la casa Beckman, la cual debe éo-
locarse invertida sobre la gota, presionando moderadamente sobre el pa-
rafilm. Las muestras deben conservarse cubiertas todo el tiempo, excep
to cuando se tomen con el aplicador, ya que las modificaciones en la con-

centracién por la evaporacién que pueda producirse, afecta los resulta- -

dos.

ELECTROFORESIS.

Para el procedimiento electroforético empleamos el apa-
rato de celdilla de microzona de Beckman (Modelo R - 101), que emplea-
como soporte membranas de acetato de celulosa. La celdilla mencionada
permite un control preciso de las variables importantes en la electrofore
sis, como el gradiente potencial, la corriente del amortiguador, el ta--
mafo de la muestra, asi como la uniformidad en la aplicacién de la mis-
ma, la humedad, el nivel de la solucién tampén y la duracidn de la sepa

racién electroforética.
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Unicamente con el fin de que el procedimiento de electro
foresis que mencionamos a continuacién pueda ser comprendido fAcilmen-

te, vamos hacer una descripcién somera del aparato.

Este consta fundamentalmente de una fuente de poder - -
{ duostato ) y una celdilla. La fuente de poder es capaz de suministrar --
una corriente constante entre 2 y 50 miliamperes o un voltaje constante --
entre 0 y 500 voltios. Desde el punto de vista funcional, los elementos

principales de que consta son los siguientes ( Fig. 1 ):

1. Selector de salida. Se usa para elegir el tipo de regulacién de poder
deseado, ya sea voltaje constante o corriente constante. Se emplea -

también para seleccionar los limites del voltaje o de la corriente de-

seados.

2. Selector de poder y control de voltaje. Sirve para encender la fuen-
te de poder y para ajustar la salida a modo de obtener con presicién-
el volte je o corriente deseadas dentro de los limites seleccionados -~

en el selector de salida.

3. Selector de la escala. Este control indica si la escala mide voltaje o
corriente en miliamperios. Puede elegirse entre dos limites, tanto-
para el voltaje como para el amperaje. En el voltaje se pueden se- -
leccionar de 0 a 500 voltios y de 0 a 150 voltios y en el amperaje -
de 0 a 50 miliamperios y de 0 a 15 miliamperios. Cuando se -

18



Figura # 1. Fuente de Poder.
Reproducida por cortesia de la Casa Beckman.
Instruments Inc., por conducto de Beckman.

Instruments de México, S. A. de C. V.
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usan los l{mites 0 - 500 voltios 6 0 - 50 miliamperios, la lectura -

8e hace en la escala superior; para 0 - 150 voltios 6 0 - 15 miliam-

perios en la escala inferior.

4. Controles de corricnie. Debajo de la escala hay dos botones, uno ro
Jo y otro negro. Se emplean cuandoe se conectan dos celdillas a la --

fuente de poder y se desea medir la corriente solamente en una.

5. Tornillo de 1a aguja. Para corregir la posicién del cero en la escala,

8i es necesario, hay un tornillo debajo de la misma.

CELDILLA.

La celdilla del aparato de microz&ma. ( Fig. 2 ) consta de
tres partes prihcipalea: el recipiente, el puente y la Acubierta { Fig. 3).

El recipiente estd dividido en dos compartimientos para
la solucién amortiguadora, con capacidad conjunta de 265 - 285 ml que -
se conectan automéiticamente por medio de un sifén al levantar el puente,
pérmitiendc que el nivel de la soluci6n tampén sea el mismo en ambos.-
Al colocar el puente en el que se montan las membranas de acetato de ce
lulosa, el sifén queda interrumpido y se evita el paso de liquido de un - -

compartimiento a otro durante el proceso.

La corriente eléctrica pasa a través de dos terminales -

que se extienden en la celdilla hasta un par de electrodos de platino, que
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Figura # 2.
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Celdilla.



Figura # 3. Recipiente, puente

y cubierta.
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llegan al fondo de la misma, uno a cada lado del centro. Cualquiera de -
los electrodos puede funcionar como &nodo, si se conecta al polo positivo
de la fuente de poder. .3Ixiste un sistema de filtros dentro de cada compar

timiento para evitar que la corriente llegue a la membrana.

El puente sirve para suépender en €l las membranas de -
acetato de celulosa y sobresale inmediatamente por encima de la celdilla
y arriba de la solucién amortiguadora. Tiene en los extremos dos gufas
embisagradas que permiten doblar la membrana e introducir sus bordes-
en el amortiguador sin tocar los filtros a que nos referimos en el prra-
fo anterior. Con el objeto de que la membrana se sostenga plana y firme
mente, existen dos monturas, una de ellas fija y la otra mévil, esta Glti-
m& mantenida a tensiébn por medio de un resorte que permite ajustar la -

tengién sobre la membrana.

La cubierta de la celdilla se coloca por encima de la - -
membrana y tiene una serie de hendiduras para la aplicacién de las mues
tras y de muescas que permiten orientar el sitio preciso para el aplicé-?

dor.

La membrana en la que se efectia la electroforesis esti
hecha de un acetato de celulosa esponjoso, con un espesor muy uniforme
de 130 micras y espacios esféricos de didmetro constante de menos de -

dos micras e intercomunicados. Como la membrana es muy porosa, per
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mite libertad a la corriente. El acetato de celulosa, a diferencia del pa-

pel mtro,' no abgorbe las protefnas, con lo cual se obtienen perfiles mu--

cho més precisos.

OBTENCION DEL ELECTROFOROGRAMA.

les aiguientes instrucciones de tipo general:

!.

5.

Para el manejo del aparato es necesario tener en cuenta

Las membranas deben tomarse siempre por sus extremos y nunca di-
rectamente con las manos, sino con pinzas o guantes de hule perfecta-
mente secos.

Como las membranas son quebradizas cuando estén gecas, no deben-
doblarse en éngulo.

El marcado de cada una de las muestras en la membrana, debe hacer
gse después del proceso en etiquetas adheridas a la envoltura protecto-

ra; nunce debe escribirse sobre la membrana misma.

Las membranas tienen dos filas de agujeros gue sirv_en para montar--
las en el aparato. Independientemente de estos, existe un agujero més ,'
que sirve para referirse a los nimeros de las muestras. Al insertar

la membrana en la celdilla, aquella debe quedar orientad« de manera

que el agujero de referencia quede alincado con la muesca que corres
ponde 2 la muestra nmero 1.

El puente tiene cuatro agujeros de ajuste para modificar la tensién -
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del resorte y consecuentemente variar la presién que ejerce sobre la

membrana. Si ésta queda ondulada en el centro hay que mover el bra-
zo del regorte més cerca de 1a montura movible. Si, por el contrario,
se produce desgarramiento en los agujeros, el brazo debe moverse ~--
alejéndolo de la moldura.

6. La celdilla debe colocarse de manera que los electrodos gqueden fren-

te al operador. Para lograr que el &nodo esté en el electrodo de la de

recha deberé colocarse el cable a la conexidén roja. Si se desea el - -

énodo a la izquierda, a la conexibn negra.

APLICACION DE LAS MUESTRAS.

El aparato viene provisto de un aplicador que facilita la -
colocacién de las muestras en la membrana, asegurando que la forma y -

tamafio de todas ellas sea uniforme. Su capacidad es de 0.25 microli- -

tros. La cubierta de la celdilla, en el ceniro, tiene tret rendijas y a lo
largo del borde izquierdo de cada una de ellas ocho muescas para la sé-— L
leccién de las tiras que estén alineadas con ocho ntimeros en el borde iz-

quierdo de la cubierta de la celdilla.

El aplicador tiene una aguja de seleccién que puede inser
tarse en cualquiera de las ocho muescas numeradas de tal manera que se

obtienen ocho posiciones precisas del extremo del aplicador a lo ancho -
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de la membrana.

El aplicador esté provisto asimismo de un jinete que debe
apoyarse firmemenie en una de las tres rendijas de aplicacién para poder

la hacer en forma preciaa.

Es indiferente el empleo de cualquiera de las tres rendi-
jas, pero nosotros empleamos siempre la rendija més cercana al extremo
derecho de la celdilla, con lo cual obtuvimos una mejor resolucién de los

componentes proteicos.,

La aplicacién de las muestras debe hacerse lo méis répi-
damente que sea posible, para ~vitar la evaporacién que se produce cuan- -
do se quita la tapa de la celdilla y también para que la difusi6n de la mues

tra en la membrana sea minima antes de aplicar la corriente.

Para la aplicacién de las muestras se siguen los siguiens

tes pasos:

1. Poner una gota de la muestra por procesar en un pedazo de yapel pa-
rafilm colocado sobre una mesa. | |

2. Secar el extremo del aplicador apretande el botén blarico y tomar una
pequefia cantidad de la muestra colocada en papel parafilm, pasando
lentamente dicho extremo sobre la superficie de la gota sin romper -
la tensién superficial. Esto se logra més f4cilmente apoyando el ji--
nete del aplicador sobre la mesa en la que estén colocadas las mues-
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traa,

3. Retraer el extremo del aplicador apretando el botén rojo.
4. Colocar el jinete del aplicador sobre la Gitima muesca a la derecha -
( para emplear la rendija central ). Seleccionar el ntmero de mues-
tras e ingertar el gozne de seleccién de tiras en la muestra adyacen-
te al nGmero. Quitar completamente la mano del aplicador para evi-
tar que su extremo se agite. o v
5. Oprimir el botén blanco. El extremo debe caer répidamente pandeag
do la membrana al ser golpeada. Esperar de 5 a 7 segundos; pr;e;

sionar el botén rojo para retraer el extremo y levantar cuidadosa- -

mente el aplicador de la cubierta de la celdilla.

6. Examinar con una lupa para verificer si la muestra ha quedado apii--

cada correctamente sobre l1a membrana.

PROCEDIMIENTO.

Preparacidn de los Reactivos:

1. Solucién Amortiguadora. Se empled una solucién de barbital séd’ivc.:o' |
con una fuerza ibnica de 0.075 a pH 8.6. Esta solucién se prepard -
invariablemente a partir del reactivo amortiguador Beckman B - 2,
el cual debe disolverse en un litro de agua destilada frfa. Como la -
disolucién requiere varias horas, es indispensable haceria el dia an-
terior a aquel en que se vaya a necesitar.Si se emplea agua caliente-
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aproximedamente a 80° centfgrados y agitacién enérgica, el tiempo

de disolucién puede acortarase a 30 - 60 minutos, pero en ese caso,
habré que esperar hasta que la solucién se enfrfe a la temperatura -
ambiente para usarla. Para retardar en lo posible el crecimiento -
de hongos en la solucién amortiguadora, ésta debe conservarse en el
refrigerador; antes de emplearla serf necesario también dejar que

alcance la temperatura ambiente.

Solucién fijadora y colorante. La férmula de esta solucién es la 8i-

guiente:

Colorante Ponceau S 0.2% ( por peso)
Acido tricloracético 3.0% ( por peso)
Acido sulfosalicflico 3.0% ( por peso)

La casa Beckman tiene en el comercio frascos de 30 ml«»_
de esta solucidn, cuyo contenido debe ciluirse en 250 mil de agua des
tilada para su empleo en el procedimiento. Como se requieren unocs
100 ml para llenar el recipiente, el resto puede conservarse duran-
te varios dias siempre que se guarde en frascos cerrados y no se --
mezcle con la solucién ya usada. La solucién usada puede emplear-

se también varias veces guardéndola igualmente en frasco cerrado.

Enjuague de &cido acético. Este enjuague es una solucién de &cido -

acético en agua destilada al 5% por volumen. Conviene preparar ca-
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da vez entre 3 y 5 litros.

4. Solucién transparentadora. Esta solucién debe prepararse diariamen
te de la siguiente mancra: en un matraz se mezclan 25 ml de 4cido -
acético glacial y 75 ml de alcohol metfiico J. T. Baker, calidad rea_é
tivo.

El motivo por €l cual empleamos el alcohol metilico en -~
lugar del etflico, recomendado por la casa Beckman, fue que en las
membranas que nosotros usamos ( Gelman ), se logré una mejor - --
transparencia con el alcohol metflico.

5. Enjuague de alcohol. Para este enjuague se usé siempre el alcohol

metilico J. T. Baker, calidad reactivo; de cualquier modo, es nece
sario emplear para este enjuague alcohol del mismo tipo del que se-

use para la preparacién de la solucidén transparentadora.

PREPARACION DEL APARATO PARA LA ELECTROFORESIS.

La distribucién de los aparatos y bandejas en la mesa -

de trabajo, quedc ilustrada en la figura 4.

1. Colocar en una bandeja de lavado alrededor de 50 ml de solucién - -
tampén.
Colocar sobre dicha solucién la membrana de acetato de celulosa en
que s8e va a correr la electroforesis, durante 20 minutos. Primera-

# mente la membrana debe flotar sobre la superficie del amortiguador
| 29
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8in que éste salpique sobre su cara superior, el tampén debe atrave-
sar la membrana Gnicamente por accidn capilar. Toda membrana en
que haya gotas de la solucién amortiguadera sobre su cara superior-
debe desecharse.

Para lograr bucnos resultados, conviene tomar la mem--
brana con unas pinzas y deslizarla suavemente por un extremo de la
bandeja hasta que quede suspendida en la solucién tampén en toda su-
longitud. En el momento en que la membrana se encuentre flotando-
sobre la golucién tampdn en su totalidad, se suelta el extremo toma-
do con las pinzae para dejarla flotando en libertad. Habitualmente -~
cuando la membrana estd en contacto con el amortiguador, se encur-
va ligeramente hacia arriba, pero ese encurvamiento desaparece K
gradualmente a medida que el humedecimiento de la membrana se ha
ce uniforme.

Es importante que no quede ninguna burbuja de aire entre .
la membrana y la solucién amortiguadora. En caso de que éstas se-
formen, es necesario levantar con las pinzas uno de sus extremos y
dejarla caer nuevamente para que flote.

Cuando se forrian esas burbujas suele aparecer sobre --
ellag, en la membrana, una pequefia mancha blanca que desaparece-
gradualmente a medida que la membrana se humedece. Después de-
que la membrana ha permanecido en contacto por unos segundos y se
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Distribucién de los aparatos y

bandejas para el proceso.

Reproducida por cortesia de la casa Beckman
Instruments Inc., por conducto de Beckman

Instruments de México, S. A. de C. V.
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ha humedecido uniformemente, hay que sumergirla de inmediato agi-
tando ligeramente la bandeja. No es aconsejable que la membrana -
permanezca flotando sobre el tampén por un tiempo largo.

Mientras tanto proceder a los siguientes pasos:

3. Colocar la celdilla con las terminales de los electrodos frente al ope-
rador. Quitar la cubierta superior y la cubierta de la ceidilla. Po-
ner el punete sobre los bordes de un vaso pequefio cerca de la celdi-
1la.

4. Empezar a llenar con la solucién amortiguadora la celdilla poniendo -
el 8ifén de nivelacién, en posicién horizontal y vertiendo la solucién
en uno de los extremos del 8ifén ( Ver Fig. 5). Dejar que la solu- -
cién de bar caiga en el tubo rdpidamente para evitar la forma--
cién de burbujas dentro del 8ifén, y después liberar el sif6n lentamen
te y continuar llenando la celdilla hasta que la solucién llegue a un -
punto entre las dos lfneas m rcadas " Fluid Level ".

La solucién amortiguadora debe verterse en cada una de
las dos mitades de la celdilla. Al terminar debe limpiarse cuidado-
samente cualquier gota de 'tampén que haya podido quedar en la di-
visién central de la celdilla alrededor del sifén, pues, =i existe so—
lucién amortiguadora sobre la divisién central, ésta conducir& co- -
rriente de uno a otro de los recipientes y por lo tanto disminuiré la-
que pasa a través de la membrana.
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VERTER LA SOLUCTON BUPFER A TRA
BIFON PARA ELIRINAR BURBILIAS 'ﬁg

Llenado de la celdilla con la

' L solucién amortiguadora

Reproducida por cortesia de la casa Beckman

Instruments Inc., por conducto de Beckman

Instruments de México, S. A. de C. V.
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5. Volver a colocar la cubierta de la celdilla y la cubierta superior.

6. Poner a un lado de la celdilla tres bandejas y verter, en la primera
de ellas; alrededor de 100 ml de la solucibén fijadora y colorante; en
la segunda, alrededor de 40 ml de &cido acético al 5% y en la terce-
ra, 40 ml de alcchol metflico.

7. Colocar una bandeja méis y en ella una placa de vidrio limpia. Ver--
ter dentro de la bandeja unos 100 ml de solucién transparentadora.

Nota: Todas estas bandejas deben permanecer cubiertas excepto cuando -
estén en uso.

8. Verificar si el extremo del aplicador est& en condiciones de ser usa-
do. Es necesario revisar cuidadosamente el extremo del aplicador
con una lupa antes de iniciar el depbsito de las muestras sobre la -~
membrana. Hay que asegurarse de que los dos listones del extremo

del aplicador estén perfectamente paralelos, ya que en caso contra--

rio los resultados pueden alterarse. Es necesario también asegurar
se de que dichos listones estén conformados de modo que ambos en-
tren en contacto con la membrana en toda su longitud; para ello se -
requiere que se encuentren ligeramente encurvados hacia abajo y en

su parte central de modo que ésta sea la primera que pegue a la mem

brana.
9. Instalacién de la membrana en la celdilla. Después de que la mem-
brana se ha humedecido en la solucién amortiguadora durante 20 mi-
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10.

nutos como se sefald en el paso # 2, se toma cuidadosamente con - -
unas pingas por uno de sus extremos y se coloca entre dos secantes—
sin hacer presion sobre ellos, para que se absorba el exceso de la --
solucién de barbital.

Colocar el puente de manera que el elevador quede opues
al operador. Dejar abiertas las gufas de las membranas més allg --
de su posicidn verticsal.

Tomar nuevamente la membrana con unas pinzas y obser
var 8i se ha curvado en forma notse.ble;~ en éste caab hay que ponerla
en el puente con la parte cd4ncava hacia arriba.

Fijar los pequefios agujeros de uno de los extremos de la_ |
membiana sobre la fila de dientes del soporte mo ible y presionar --
hacia adentro el nivelador de tensién colocado en uno de los extrémcs
del soporte movible. Simulténeamente, tirar de la membrana hacia
el soporte fijo e introducir la otra fila de agujeros sobre la fila de --
dientes de ese soporte fijo. Asegurarse de que la membrané descan
se perfectamente sobre los dos soportes. Cerrar cuidadosamente las
gufas del puente para asegurar la membrana en ese lugar.
Colocacién del puente en la celdilla. Debe hacerse cuidadosamente:
para evitar que la solucién amortiguadora salpique sobre la membra
na al soltar el sifén. Asegurarse de que los extremos de la membra

na estén sobre el tampén sin tocar la superficie de la celdilla. El --

35




X

T

11.

12.

uente puede colocarse en la celdilla en cualquier sentido,

pero de -

manera que el agujero de referencia de la membrana quede alineado
con la muesca de seleccién # 1. Cerrar la celdilla de inmediato con
la cubierta y la tapa.

Conexi6n de la celdilla al dubstato. La celdilla debe colocarse de ma
nera que las terminales de los eléctrodos queden frente al operador.
Cen el dubstato apagado, conectar el cable a las terminales de los --
electrodos de las celdillas.

Si se desea que el 4nodo quede en el electrodo de la dere-
cha, el otro extremo del cable debe ir al contacto rojo del duéstato,-
Si, por el contrario, se desea que quede en el de la izquierda, debe-
ir al contacto negro.

El contacto no usado debe conectarse en la parte de atrés
del dubstato y es indispensable que las cuatro clavijas de la celdilla-
queden inclufdas en el contacto para asegurarse de que el circuito --
esté cerrado.

El duébstado no debe prenderse sino hasta después de la -
aplicacién de las muestras. Debe dejarse que la celdilla y 1a mem--
brana entren en equilibrio ( 2 minutos ), antes de proceder a aplicar
las muestras.

Aplicacién de las muestras. Debe hacerse tan rdpidamente como sea
posible para evitar la evaporacién de las muestras sobre la membra

na, mientras no se ha puesto la cubierta superior, y as{imismo para
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impedir que se difundan antes de aplicar la corriente.

El extremo del aplicador debe mantenerse retrafdo cuan-
do no esté en uso, ya que ecsa parte del aparato es muy frégil y cual--
quier distorsién de los listones por un golpe accidental redundara en

una aplicacién inadecuada de las muestras.

Para aplicar éstag, ha de procederse en la forma siguien
te:

a) Quitar la tapa de la celdilla y el capuchén que cubre la muestra.

b) Sacar el extremo del aplicador presionando sobre el botén blanco del
mismo y tomar una pequefia cantidad de la muestra moviendo lenta- —
mente dicho extremo sobire la superficie de la gota, sin romper la ten
8i6n superficial. Esto se facilita si se apoya el jinete del‘ aplicador -
sobre la mesa y se mueve el extremo sin perder ese punto de apoyo.

¢) Retraer el extremo del aplicador presionando el botén rojo y, ponien-
do el aplicador sobre la celdilla de manera que el jinete descanse en
la Gltima muesca a la derecha, seleccionar el nimero de ti.ra en que
se desea aplicar; insertar el gozne de selecci6én en la muesca co- =~
rrespondiente. Retirar la mano del aplicador para evitar cualquier
agitacién innecesaria.

d) Oprimir el botén blanco; el extremo del aplicador debe caer ripida--
mente curvando la membrana al golpearla. Esperar de 5 a 7 se-

gundos y presionar el botén rojo con el objeto de retraer el extremo.
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Finalmente, quitar cuidadosamente el ‘apucador de la cubierta.

e) Cerciorarge de que la muestra ha quedado adecuadamente en la mem-

brana, observando con una lupa el extremo del aplicador, Si ha sido
as{, debe observarse un espacio claro entre los listones, cuando me
nos en la mayor parte de su longitud. Si existe una pelicula contfnua
entre los listones, debe repetirse la aplicacién, en el mismo sitio,

durante unos segundos para lograr una aplicacién correcta.

f) Inmediatamente después de la aplicacién de cada muestra debers la--

varse el extremo del aplicador con una corriente de agua de un fras
co lavador y después secarlo, aplicando suavemente varias capas --
de tejido absorbente sobre el extremo. Para impedir que 1a nueva -
muestra se diluya con agua que pudiera quedar entre los listdnes, ag
tes de aplicar esa nueva muestra, habr& que descargar la primera -
toma sobre tejido absorbente y cargar nuevamente 1a muestra para-

su aplicacién.

Todas las muestras utilizadas para este trabajo se co--- |

rrieron por duplicado y siempre en presencia de un testigo de suero, --

también por duplicado. Como la membrana tiene capacidad para ocho ca

rrerag, en cada membrana se corrieron tres muestrasde LC R y la -

de suero. La aplicacién se hizo en la forma ya indicada.
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ELECTROFORESIS PROPIAMENTE DICHA.

Una vez que se han depositado todas lag muestras en la -
membrana, 8se procede a la electroforesis propiamente dicha, cuidando -

los siguientes puntos:

1. Ajustar el control y encender el dubstato.

a) Colocar el " switch " selector de salida ( figura # 1 ), en voltaje cons
tante, de 0 - 300V. |

b) Colocar el selector de la escala en voltimetro 0 - 500 V.

c) Dar vuelta al " switch " de poder y control de voltaje ( output adjust )
hacia la derecha, hasta que 8e encienda la luz piloto.

d) Cuando el dubstado esté caliente, dar vuelta a ese ajuste de salida ha-
cia la derecha, hasta que en la escala se lean 250 V. ( centro de la-
escala, arriba ). En ese momento empezar a tomar el tiempo de la

electroforesis.

2. Verificar la Corriente Inicial.

a) Cambiar el selector de la escalaa 0 - 15 MA.

b) Si la celdilla esté trabajando correctamente, con una membrana ade-
cuada y el amortiguador recomendado, la lectura en el exiremo iz--
quierdo en la escala inferior debe ser entre 3.5 y 5.8 MA. Sila -
lectura no se estabiliza dentro de esgos limites debe buscarse la cau-

sa.




3. Dejar Correr el Dubstado Durante 20 Minutos.

Cuando ese tiempo esté por terminar, leer nuevamente -
el amparaje. Si la clectroforesis ha progresado normalmente la lec-

tura debe dar entre 4.5 y 9.5 M A.

4. Detener la Electroforesgis.

a) Quitar la corriente dando vuelta hacia la izquierda al switch de podér
y control de voltaje, hasta que se apague.

b) Retirar de la celdilla el contacin del dubstato.

¢) Quitar inmediatamente las dos cubiertas de la celdilla y proceder de -

inmediato al fijado y tefido de la membrana.

FIJADO Y TERIDO DE LA MEMBRANA.

1. Retirar ia membrana « '1 puente. Retirar la membrana del puente, --
liberando las gufas y tomando uno de sus extremos con unas pinzas, -

al mismo tiempo que se disminuye la tensién.

2. Sumergir la membrana en el liquido fijador y colorante. Esto debe --
hacerse rdpidamente iniciando la inmersifén por uno de los ejes de la
membrana para que la parte central de la misma entre inmediatamen
te en contacto con el liquido. Debe evitarse la presencia de burbujas
en el frea de los patrones electroforéticos.

3. Dejar sumergida la membrana durante 10 minutos.
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4. Extraer la membrana del l{quido fijador y colorante por medio de unas

pinzas y pasarla al enjuague de &cido acético al 5%. Agitar la bande-

Ja durante unos segundos, en seguida cambiar el 4cido acético. Repe
tir esta operacién tres o cuatro veces. Los cambios de 4cido acético
deben hacerse, vertiendo el contenido en la bandeja y poniendo el nue

vo sin retirar la membrana del recipiente. Después del tercero o --

cuarto enjuague, el fondo de la membrana debe estar completamente

blanco.

TRANSPARENTACION Y SECADO DE LA MEMBRANA.,

1. Después del Gltimo enjuague con &cido acético, retirar la membrana.: -
de la bandeja deslizéindola sobre el borde de ésta para eliminar el - -
exceso de 4cido.

2. Depositar la membrana en la bandeja con el enjuague de alcohol y agi-
tar ésta durante un minuto.

3. Sacar la membrana del enjuague de alcohol deslizéndola sobre el bor-‘
de de la bandeja y pasarla a la que contiene la solucidn transparenta-
dora, en cuyo fondo debe haberse colocado previamente una placa de
vidrio, sobre la cual descansaréi la membrana. Agitar suavemente -
durante un minuto..

4. Con la membrana todavfa sumergida, colocar ésta sobre la placa de -
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vidrio, tomando con las pinzas uno de sus extremos y uniendo éste -

al extremo de la placa; en seguida tomar con las pinzas ambos extre
mos juntos, c¢l de la placa y la membrana, y levantarlos inclinados -
para permitir que escurra el l{quido durante unos segundos.
Finalmente, tomar con los dedos enguantados toda la pla
ce y sacarla junto con la membrana de la solucién.
Descansar un extremo de la placa sobre tejido absorben-

te y sostener ésta inclinada para que escurra la mayor cantidad de -

lH{quido posible.

5. Colocar la placa junto con la membrana en el horno a 100 - 110° C --

hasta que esté completamente seca, lo cual se lograen 10 a 15 mi-
nutos, al final de los cuales no debe notarse el olor a &cido acético -
en la membrana. EIl horno debe estar convenientemente ventilado pa

ra que escapen los vapores de &cido acético.

6. Sacar la placa de vidrio del horno, dejarla que se enfrie y desprender

con una navaja una de las esquinas de la membrana; a partir de esa -
esquina, separar toda la membrana cuidadosamente y colocar ésta -

en un sobre de pléstico.

La muestra queda as{ lista para ser lelda de inmediato en

el densitémetro o puede guardarse para leerse posteriormente.
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LECTURA DE LOS PATRONES ELECTROFORETICOS.

Para la lectura de los patrones clectroforéticos emplea--
mos el Analitrol R - B de¢ Beckman que refine las funciones del densité-
metro y las de un integrador automético en una sola operaciébn ( Fig. # 6).

El densitometro mide y grafica la cantidad de luz absorbi
da por el material distribuido por el patrén electroforético, cuando se co
loca la membrana frente a la celdilla fotoeléctrica.

El integrador trabaja simultdneamente con el anterior, -
suministrando autométicamente un patrén dentado que representa la su--
perficie que est& bajo la curva graficada por el densitébmetro, de tal ma-
nera que una saliente, es decir una unidad de integracién, correspoende a
0.1 c:m2 .

Para. ¢l procedimiento de microzona se requiere un ac--
cesorio para adaptar el Analitrol a los registros de las membranas usa-
das; ese accesorio es el modelo R - 102 de Beckman.

Los pasos del procedimiento, en el Analitrol provisto del accesorio
mencionado, después de cerciorarse de que el aparato esté correctamern-
te conectado a la corriente y de que la rendija esté abierta a su maxima -
amplitud ( 4 mm ) son los siguientes:

1. Encender los interruptores de corriente y de foco en el aparato. (Ver

Fig. # 7).
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Figura # 6.

Analitrol.
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Figura # 7.

Distribuciones de los controles

en el Analitrol.




2. Quitar el protector de la plumilla y llenar ésta con dos o tres gotas - .

de tinta. Cerciorarse de que la tinta fluya adecuadamente; en caso-

contrario, limpiar la plumilla y volverla a llenar.

3. Sacar el botén de la plumilla e insertar el papel de gréfica en el mar-

gen frontal del aparato. La plumilla debe permanecer levantada has

ta que se hayo realizado la calibracién.

4. Ingertar la membrana en el carro. La parte de atras de éste, la que

tiene ganchos, tiene grabadas tres lineas para orientar correctamen
te el patrén electroforético. Las dos Ifneas horizontales estén ali--
neadas con los agujeros que existen en ambos extremos del patrén, -
para asegurarse de que éste esté colocado paralelamente al carro y

que pasarf directamente frente a la rendija durante el registro. La

lfnea vertical se emplea conjuntamente a la flecha que est4 grabada -
en frente del carro para orientar al patrén, de tal manera que al em

~

pezar el registro la rendija se encuentra siempre a unos 6 mm a la

izquierda de la primera fraccion.
o 5. Colocar la membrana de manera que la primera fraccién que se quie
ra registrar quede a la izquierda. Aunque es indiferente empezar -
por cualquiera de los extremos del patrén, en nuestro trabajo rutina

riamente empezamos el registro con la fraccion de albimina o la de

prealbimina cuando ésta existfa.




6. Sosteniendo el carro con los ganchos frente a uno,

de modo que los --

més grandes queden hacia arriba, deslizar la membrana completa--—

mente bajo esos ganchos grandes y después bajo los pequefos hasta-

que losg agujeros en ambos oxtremos de la primera tira del patrén --
queden alineados con lag dos lineas horizontales grabadas de que ha-
blébamos antes; la linea vertical grabada debe seccionar en dos la --
primera fraccién a la izquierda del patrén.

Insertar el carro en el accesorio de registro. Para ello es necesario
voltear el carro de manera que la flecha que tiene grabada sefiale ha
cia arriba y en seguida colocario en la gufa inferior y deslizarlo en -
el accesorio, desde el ludo derecho hasta que la 1lfnea inicial empie-
ce a ser visible a la derecha del marco. Con estas precauciones la
membrana queda de modo que la rendija caiga sobre una porcién cla

ra de la membrana méis o menos 6 mm a la izquierda del patrén.

8. Calibracién del Analitrol.

a) Encender el interruptor de la pluma.

b) Dar buelta a la perilla de calibracién en sentido contrario a las mane

cillas del reloj, hasta el tope.

c) Poner la plumilla de registro en la linea del cero del papel de gréifica

por medio de la perilla de ajuste del cero.

d) Dar vuelta a la perilla de calibracién hasta el tope, en el sentido de -

las manecillas del reloj.
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e) Ajustar con la perilla del punto de calibracién de modo que la plumilla

se maritenga por cncima de ese punto de calibracién que, en el caso-

de emplear el accesorio de microzona, corresponde al nGmero gra--

bado en el filtro de densidad neutral calibrada, el cual puede verse -

en la parte interior del protector de la plurmilla.

f) Los ajustes del cero y del punto de calibracién se afectan uno al otro,
por lo cual es necesario repetir los pasos b) a e), haciendo las co-
rrecciones indispensables, hasta que las lecturas sean constantes,

g) Una vez que se ha corregido la calibracién, empujar el botén libera--

dor de la plumilla para que ésta baje al punto de calibracién; en se--
guida, dar vuelta a la perilla de calibracién en sentido contrario al -

de las manecillas del reloj para que la pluma vuelva al cero.

9. Encender el interruptor de alimentacién y el interruptor de pluma del
aparato. Asegurarse de que las plumillas funcionen adecuadamente.
Terminar con el registro de la primera muestra.

10. Colocar la envoltura de 1a membrana para hacer los reglstros de las
muestras subsiguientes hasta la nGmero 4. Para las siguientes, vol
tear el sobre de la membrana y volverlo a colocar en el carro.

11 .I Calcular los porcentajes de los componentes proteicos del patrén, --

procediendo de la manera siguiente:

a) Trazar en la grafica obtenida en el Analitrol una linea vertical que par



ta del punto més bajo de cada uno de log accidentes de la grafica y -
que llegue, por abajo, més alls del trazo del integrador, como est4

indicado en la figura # 8.

b) Contar el nGmero de salientes marcadasg por el integrador que corres-
pondan a cada uno de los accidentes, es decir, los comprendidos en-
tre cada dos lfneas verticales trazadas como se sefialé en el punto —
a). Hay que reéordar que estas salientes estédn organizadas en gru-
pos de diez y que cada una equivale a 0.1 em? del accidente corres
pondiente.

c) Sumar el nimero total de salientes obtenidas en la curva en cuestién

Y sacar el valor porcentual de cada uno de los accidentes en rela- -

cién a ese valor total.

En la gréfica que ponemos como ejemplo en la figura 8, -

2

el accidente que corresponde a la pre-albimina mide 0.3 cm®; el co- -

2

rrespondiente a las albiminas, 7.1 cm™; y los que correspondex; a las al

fal, alfaz, beta y gamaglobulina, 1.1, 1.2, 1.6 y 2.5 cm?

, respecti-
) ] 2 L ival ias
vamente. Por lo tanto, en conjunto suman (3.8 cm~. Las equivalenci

porcentuales son:

pre albimina - 2.17%
albimina - 51.45%
alt‘a1 globulina - 7.97%

alfa2 globulina - 8.70%




Figura # 8

Trazado de las verticales en la gréfica para
la obtencidn de la superficie de las

fracciones.




beta globulina

gama globulina




En los cuadros 1 al Vil han quedado condensados nues--

tros hallazgos en relacién a las concentraciones de las diversas fraccio-

nes electroforéticas de las protefnas de los lfquidos cefalorraquideos.
Hemos tratado de agrupar en cada cuadro los l{quido‘s co

rrespondientes a pacientes con diagnésticos semejantes. Asi, en e!llcua-
dro I, el dingnéstico fue en todos los casos de hidrocefalfa; en el cuadro
11, de cistecercosis cerebral; el cuadro 11l corresponde a enfermos con-
tumores cerebrales de indole diversa; en el IV, se agrupan a los pacien--
tes con afndrome epiléptico; en el V a los que han tenido accidentes vascu
lares cerebrales o traumatismo créneo-encefélico. En el Gltimo cuadro,
el VI, han quedado todos los enfermos con diagnésticos distintos a los an-
teriormente mencionados.

| Por lo que respecta a las columnas de cada uno de esos -
cuadros, la primera corresponde a nuestro nimero de identificacion; la -
segunda al diagn6stico; la tercera, al sitio en que se practicé ls; pﬁncién;
la cuarta a la presién inicial, cuando se obtuvo ei dato; la quinta, a la ---
concentracion de proteinas totales expresadas en mg por 100 ml y las -
siguientes al porcentaje de las fracciones proteicas en este orden: preal-
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bimina, albGmina, alfa 1, alfa 2, beta Y gamablobulinas,

Finalmente, el cuadro ntimero VII, hemos dividido nues- ‘
tras determinaciones en relacién a la concentracién de las protefnas tota

les en los lfquidos cefalorraquideos. De los 85 que estudiarr;os, 50 te- -

nfan concentraciones de protefnas dentro de los lfmites normales, en 13,
éstas eran elevadas y en 22, bajus. Independientemente de los diagnésti
cos clinicos en cada caso sefalamos en ege cuadro, el promedio porcefx-
tual de cada una de las fracciones proteicas, las cifras méximas y mini-
mas que encontramos y la desviacién tipo a pesar de que las-grandes dx-
ferencias de l{quido a lfquido y el pequefio nimero de casos estudia’fgi@g’i,! -

reatan validez a este Gltimo dato.
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CUADRO No. I

Presi6n {Protefnas| Pre Alfa 1 {Alfa 2 Beta Gama
1 No. Diagnéstico Puncién |Inicial | Totales | Alb. Alb. Globu= |Globu~ | Globu- | Globu-
q : - linas linas linas linas
Hidrocefalia : , o
42 | comunicants= ventricular - 33 5.0 44 .4 6.4 9.7 15.8 18.7
I 43 | Bidrocefalis lunbar - 25.9 5.6 46.3 9.9 9.9 21.2 7.1
I obstructiva
4S | Hidrocefalia lumbar . 95 3.3 38.7 8.7 13.4 15.3 20.6 |
comunicante. ! i
| 521 nidrocefalte lumbar - 51.6 2.6 33.6 | 3.5 7.3 | 10.3 42.6
obstructiva %
$9 | Hidrocefalin ventricular - 39 4.2 44,2 4.2 - 3.4 39 i
Dhstructiva E
79 | Hidrocefalia lumbar 140 28 3.2 48.2 | 2.8 6.7 20.3 18.3 |
comunicante %
g% 87 | Midrocefalis ventricular 17¢ 316 2.3 73 6.3 6.1 12.3 -
cazunicante, ‘
62 | Hidrocefalia ventricular - 6.02 63.8 26.5 - - 19.7 g - 2
ccomunicante 2 ?
99 | Hidrocefallia y :
espina b{fida ventricular - 59 3.3 55 2.8 6.7 2c 12.2
102 | Hidrocefalia g {
obs.Troabosis, vens ventriculsr - 360 - 68 5 7.8 10.7 ¢ 8.1 :
Cava,sup. ; :

i
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CUADRO Ho. 1I

Presién Protefnas| Pre : Alfa 1 Alfa 2 | Beta Gama
Fo. Diagnéstico Puncién Inicial | Totales Alb. Alb. | Globu- Globu~- | Globu- Globu-
: 1ina. lina. lina linas
41 | Cisticercosis lumbar 180 31 5.0 49.9 6.6 - 17.2 3c.3
30| Cisticercosis lumbar 100 14 9 50 17 - 14 10
38| Cisticercosis ventricula;g 250 2.3 17 43.4 7.7 3.3 17.4 21.2
39| Cisticercosis ventriculay 240 6.4 18.2 52.2 5.5 - 16.6 7.4
40| Cisticercosis lumbar 115 40 2.1 58.6 3;1 6 11.1 19.1
60 Cisticercosis ventriculat 40 20.7 §.5 50.1 4.1 - 14.2 23.1
73 Cisticercosis lumzar 128 13 10.5 58.8 5.8 5.6 8.9 11.2
cuarto ventricuio L
N
2 Cisticercosis ventriculat - 1 3.2 38.6 5.8 13.2 21.2 17.9
64 Cisecizarcosis lusbar 13¢ 58.48 J.¢ 49.1 4.4 7.8 10.7 26.1
Epilepsis postrau—=4-
tica. H
92| Cisticercosis luzber 13¢ ;S - 72 - - 2 26
9 Cisticercosis lunbsy - 12.5 16 41 - - 7 36
ventrfculo clsterasl .
68| Cisticercoais con ventriculay - 6.0 25.1 40.54
crinc. “im.rtensivo 0.7 - 23.8 -
100 Cisticercosis ventriculag 240 4.5 75 25 - - - ? -
‘ !




'CUADRCO Ro. IlI

]Ptesién Protenas| Pre Alfa 1 lAlfa 2 Beta Gema
No. Diagnéstico Puncién infcial | Totales Alb Alb. |{Globtuli-|Globu~ Globu-~ Globu-
ns lina. li{ra lina
16| Clioma lumbar 60 39 7.8 45.2 17.3 - 14.4 15.3
20| Astrocitoma grado | lumbar - 90 1.7 $8.3 10.0 - 20.9 9.1
1 i
23 Gliostoma mdltiple iumbar - 85 2.9 32.7 10.2 - 10.2 44,0
44 ¢ Astrocitoma grado lumbar - 73 2.4 62.5 4.3 5.6 13.9 11.5
Proncal. vI-111
$3 | Astrocizcme ventriculad - 26,35 5.6 59.1 4.8 6.9 11.8 11.8 |
65 | Astrocitcos luzbar . 17.5 8.4 | 31.7 16.6 - 16.6 6.7 |
$7 ¢ Adenoma cronffabo ventricular 230 33 9.5 52.3 14.6 - 16.1 7.5
de hiptfistis,
.7 GClioss d<! Pucnte. lumbsr. 18C 10 3.7 66.7 7.8 9.9 9.9 2.C
63 1 Médulo bdHlnstoma ventricclsr 270 6.02 - 100 - - - -
Kédulo blascoms 8
97 nivel del vermis - veatriculer - 28 5 56.6 s 4.4 27 3
ceravelono

-O{, -




.CUADRO. No. IV.

ra _— e e e
ﬂi Presién | Protefnag Pre Alfa 1 Alfa 2 Peta Gama
¥o Diagndstico Puncién Inicial | Totales Alb. Alb. |Globu-~ Globu- Globu- | Globu-
° ‘1 1ina lina 1ina lina
Epilepsia
21 | postranmitica lumbar 140 20.77 6.2 54.5 16.1 - 15 8.2
L‘ 28 | Epilepsia nmixta. lumbar 160 18.7 8.9 54.5 12.9 - 11.9 11.9
31 | epilepsia inmbar £o 14.0 12.2 56.3 12.2 - 19.3 -
Anoxiz neonaterin,
32 | Epllepsia lunbar an 15.20 16.3 6V 12.7 - 11 -
LPoscracricica,
Epilepsia Postrauni- o .
33 | tica con quisze fumber 110 30 4,6 56,2 19.6 - 15 4.8
PeTeTTeT SR
35 | Fptlepsia Focal lumbsr [ ln 12.9 16.0 5%.7 17.0 - 10.2 1.5
47 | Epilenszia mivyra lunbar - 26.9 7.2 62.3 3.2 - 15 6.3
54 Totlepsia fozal por fumbary iss 17.54 7 67 3 3 G ¢
aslfornmacilr vasc.lar
¢ | Status Enflépticus. Tumbar 125 6.45 4,2 44.2 4.2 - 8.4 39
78 | Epllepsia resporal lesbar - 23 1.3 71.6 7.4 7.4 8.6 3.7
77 | Epflensic generalize~ lumbar il0 33 2.4 50.6 4.7 7.1 20 15.2
¢ F Ik
71 | Epilepsia focal’ tunbar 150 21 5.7 58.7 7.8 6.4 12.2 9.2




CUADRO No. V

Presién | -Proteings Pre Alfa 1 { Alfa 2- | Beta Gama
No. Diagnéstico Puncibn Inicial | Totales Alb. {AlbGminag Globu~- | Globu- Globu- | Glebu-
' linas. linas linas linas.
12 | Hematoms subdural. lumbar 80 15.2 5.8 9.2 - - - -
Trombosis de la arte-~ '
1 riz cerebral media i
9 | tzquierda. lumbar 70 21.5% 8.1 43.2 - - 18.9 29.8 |
i
s i ! '
?? i ’ ; :
% 48 Hemstoas tenmporal. lusbar - 30 3.8 50.6 | 4.4 8.2 . 18.8 R
|
' 108 acctdente vasculo lumbar - 0.99 - 91 - '. - 3.c ! €. z
cerebral. : i :
L :
i , ; !
§ : ; ‘ ;
{29 : Travmazisao créneo lumbar 80 1.7 . 9.4 52 16 | - 12 : 12 |
; . encefSliico. ; ; } ; ;
d B } t }
Traumatisas ‘ 5 ;

crdoes encefdlifco

et d
wf‘; -




CUADRO No. VI

Presién | Protefnay Pre Alfa 1 JAlfa 2 Beta Gama
Ko, Diagnéstico Puncidn Infcial | Totales Alb, Alb, |Globu~ ({Globu- Globu~ | Globu-
lina. lina lina lina.
S{ndrome craneo
9 hipertensivo. ventricular - 34 6.1 28.7 13 - 11.5 40.7
13 | Sfadrome crineo ventricular - 120 3.4 55.9 7.9 6.3 11.3 15.2
hipertenaivo,
26 | Atrofia cerebral lumbar 160 14 7.9 42.4 19.5 - 19.5 10.7
difusa.
46 Atroff{a cerebral iumbar 120 9 7 48 12 - 27 6
difuza.
j
56 ! Atrofia cerebral lunbar - £4 4 46.1 4 10.5 22.5 12.9
i Gifusa, ;
T ; 1
i 3 H
}f 69 | Atrofis Optica. Humbar ;160 3] 1.4 59 7.2 4.3 10.1 8
P72 ? Atrofia ceredelosa.  lumbar D170 26.5 6 30 6.3 5.6 2.1 1o %
: - st e e e e arincns o " j s 3
;27 Enfermedad de Plck. lumbar 40 | 9.6 ;. 6.9 ¢+ 43.7 18.8 - 21.8 : 9.8
..MM.__.__.,“”._ e At e b A 2 1 e g e o’ ,. L j‘ H
51 Enfermeded de Fick.  lumvss % . 28 |, 7.7 | 9.4 . 8.8 : 16.4 7.7
©,, Sindross de Dyke lumder 40 ¢ 1116 | 7.6 1 46.9 | 18.5 - 1es 8.7
o Davidof?. ! : ; i i
{ g5 Nrote psicditco par lumbar 150 2 24 i3 59 5.7 6.7 19 . 6.6
:  fngestidn dz tézicos. . i ‘ i ;
| 91 . Deficienzis Mental, lumbar | - 13 [ 3.5 | 73 g B - 7.4 3.1
‘ 2} Si{ndrona de Alzhsimer  lumber 11.16 13.0 ‘ 45.¢ j 16.2 - 14.3 J 11.6




i
95 | Neurosis de Ansfiedad lumbar 75 9.5 - 92 - - - 8
108 | Faresia del VI par lumbar - 15 11 53 12 - 13 11
Craneano.
15 | Corea de Huntington iumbar t10 16 9,1 L2.7 19.4 - 16.4 12.4
] y
37 | Encefalftis ' lumbar 130 29.2 2.3 | 6.3 | 17.2 - 124 | 2221
i :
ss | Inflamacibn granuloma-! veatriculari 350 158 ! 1.6 f 59 4,8 ! 7 E 13.8 i 13.8
tosa crénica compatihle ! ; | ! {
oo 18 | : ; i ! ]
76 | Encefalitis - lumbzr - 42 - o2 - - RS T AN L P
; ; ; i f ? i i
: : : 5 : ! : !
90 | Cores de Huatington | lumbar - 1o 3 | { - - 8l1.0 - ! - g 7.5 , 1L.5
: ! ] ' ‘-‘» E ?
10 | Enfermedad de Parkinson lumbar | - 1 1.5 . - . so | 215 | - 25 135
: ‘ : : L | il
, , ; , _ | : ? 1
11 Mongolismo  lemsar - ©16.3 6.9 62.6 | 18.6 | - e - !
: ; i i ! i i
5 . : : l
. Cerebelitis post E i ’ ' ! L : o i
78 | {nfecciosa. lumbar Stle 35 3.3 6.4 ; 4.2 | 3.2 . | 8.5
'. ; ;
. Atrofia =Gsculo pro- ' i }
83 ! grestva.  lusber - oo 2.9 st.8 L 5.1 0 1.2 2207, 6.2
' Atrofis suscular erés  umnar 0 - . 2e 4.7 sg.o | 10.6 5.2 15.3 £.7
.13 . nics. : ; i : :
: : : : ¥ ; ’ ] ; : :
101 | Mercdosiaxis de Plerre j..u,p Y T 19.5 5.3  70.0 | 5.3 5.3 ¢+ &1 -
! Marie ; : ; : : : ; .
Sindrome de Arnold E % 2 f : {
107 | cuteri. { ven:rf.cuu%» - 9.5 ;| 0.6 ! 62.0 10.6 - . lo.6 = 5.2
R { i : ‘ ; :




LTADRO VII

Protefnas Normales Protefnas Altas Proteinae Bajas
(50 cosos) (13 casos) (22 cazos)

}uumq Héximp|lM{nins} D.S. Promedid Méxima|MInima] D.S. "roncdlal Méxinsl Mcima

+ +

Preslbamine 6.2 110 | o ]-62] 23] 40| o |-22{we] 1] o
& 4+

Alboatas 5.6 | se.2 J27.1 [Z12.2] s3.9 | 13.0 | 32.7] Cre.0| s1.8 |1r00.0) 25.0
. +

Alfa, globultas | 9.0 [ 205 | o |[-s07] s.sfrw2 | o |°33) 843 1881 0

Alfs, globulins 3.2 13.2 o - 6.0 | 13.4 0 - 3.8 0.7 9.9 o

Bate globuline 13.8 27.0 o - &.07F 13.5 | 22.3 4,0 §{- 3.8§ 13.0127.9 0




Varios investigadores han realizado la electroforesis de
lag protefnas del L. C R en condiciones normales. Los i*esultados que-
han obtenido muestran diferencias ms o menos notables en cuanto al por
centaje de las distintas fracciones prboteicas, diferencias que pueden expli
carse, en parte, por la variedad de sistemas empleados para la concen--
tracién de ias protefnas en el lfquido ¥ en parte por la diversidad de téeni

cas usadas en el procedimiento electroforético propiamente dicho.

Por otra parte, los estudios que mencionamos no son ‘es-
trictamente comparables, por el hecho de que en ellos intervinierdn liqui
dos de procedencias diversas, es decir, cisternales, ventriculares o lum
bares, y desde tiempo atrds se han sefalado las diferencias de composi--
cibn en general y por lo que a la concentracién de las protefnas se refiere
en particular, de los L. C R obtenidos por punciones en diferentes sitios.

Finalmente, debe mencionarse el hecho de que esos liqui
dos considerados como normales no fueron obtenidos de sujetos absoluta-
mente sanos y que es dificil asentar hasta que punto los padecimientos o-

las circunstancias que indicaron o permitieron la obtencién del L C R, ha

Y@ podido influir en la composicién proteica del mismo.
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Muchas de estas objeciones y criticas son vélidas en re-
lacién al trabajo que presentamos, pues, efectivamente Y como queda con

signado en los cuadros que condensan nuestrog resultados, las proceden-

cias de los lfquidos que utilizamos en nuestra investigacién fueron varia-

das por lo que al sitio de la puncién se refiere Y, a mayor abundamiento,

précticamente todos los casos clfnicos correspondieron a padecimientos
neurolégicos o con repercusiones neurolégicas, de tal suerte que la Gnica
base que tenemos para juzgar de la " normalidad " de un L C R, en nues
tro estudio, es la de que la concentraciéon de las protefnas totales se ha--
llara dentro de los lfmites normales, y tenemos que aceptar que esa base
no implica necesariamente que la concentracién de las distintas 1‘raccio_-;;
nes proteicas tenga que ser consecuentemente normal.

Por otra parte, no podemos afirmar que en 108 casos es-
tudiados haya algin patrén electroforético caracteristico que corresponda
a algin padecimiento o a algin grupo de padecimientos neurolégicos en --
forma especfifica. Dentro de cada uno de los grupos que hicimos, en for-
ma bastante arbitraria, existen casos en que las concentraciones de pro--'
tefnas totales eran normales y otros eran altas 2 bajas. Después de todo,
como ha sido aceptado desde hace mucho tiempo, la composicién del - -
L CR es la expresiéon de la composicién del suero sangufneo y las mod;t;i.
caciones que pueden observarse en circunstancias patolégicas son el re--

sultado de la eficacia con que funcionan los plexos coroides, cuya permea
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bilidad es, en Gltima instancia, la responsable

de la composicién del - -

LCR.

As{ pues, debemos aceptar que la electroforesis de las -

protefnas del L. C R puede ser de utilidad para el diagnéstico como una -

parte del examen completo del mismo y que todos los datos que éste su- -
ministre, positivos y negativos, deben valorarse conjuntamente.
La técnica para la concentracién de las portéi’nas que he-;
mos descrito, en nuestra opini6n, responde a s8u objeto. Su realizacién -
¢s bastante gencilla y, de acuerdo con los experimentos que mencionamos
en su oportunidad, no produce modificaciones en el lfquidokde importancia
desde el punto de vista clinico. El empleo de esa técnica y la aplicacién-
de la microzona en membranas de acetato de celulosa para la ‘electxv'o/for_g
8ig, permite lo uniformidad indispensable para el juicio de los resultados.
Mumenthaler, en el acucioso estudio que publicé sobre la |
electroforesis del L. CR y en el cual toma en cuenta investigaciones prac
ticadas por sus predecesores, admite que en lo bisico togps lps resullté.--
dos coinciden y que las diferenciaé cuantitati;ras que se observan pueden-
explicarse en virtud de los motivos sefialados antes, que Mumep@haler -

analiza extensamente en su trabajo.

En el cuadro VIII, hemos condensado los datos que inclu-
ye el autor mencionado. En las primeras tres columnas estin anotadas -
las cifras mfnima y méxima y la media aritmética halladas por los inves--
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CUADRO VIIT

Hlnlma

Mixima

Media Mumenthaler

Media
Prealh, 1.2 1.6 4.3 4.4
Albhdmina 46.0 67.3 57.3 49.2
Alfa 1 2.6 7.7 5.7 6.5
Alfm 2 2.6 12.0 7.3 8.1
Betas 7.7 25.8 13.9 16.5
Tau 3.6 8.0 6.2 ?.7
Comas 6.3 18.0 11.0 5.6




tigadores a que se refier

¢ el estudio de Mumenthaler Y que corresponden

a veintiuna publicaciones, que incluyen unos 700 cagos. La Gltima colum

na expresa la media aritmética de log 17 Casos estudiados por el propio -

Mumenthaler.

Comparando los resultados de ese cuadro, con los del --

cuadro VIl que corresponden a los de nuestro estudio, podemos hacer las

siguientes consideraciones:

1. Ademds de las fracciones proteicas que aparecen por la electrofore--

| 8i8 del suero sanguineo, enla del L C R es frecuente hallar, segin-
Mumenthaler y otros, por lo menos dos fraccionee mé4s, a las que de-
nominan prefraccién V y fraccién Tau respectivamente. Més ra--
ras veces informa el hallazgo de otra fraccién gama y de una tercexjg
fraccién en el campo de las alfaglobulina. ‘Nos referiremos méas ade
lante a la prefraccién V. En cuanto a las otras tres, no aparecieron
en ninguno de nuestros lfquidos. La fraccién Tau, que para varios —
autores es especifica del L C R, parece pues corresponder a algin -
artificio de técnica ya que s6lo ocho de los veintiiin trabajos mencio--
nados antes, hacen relaci6én de su hallazgo. En el mismo caso prob_a_x
blemente se hallan las otras dos fracciones a que hace referencia - -
Mumenthaler .

2. La prefraccién V del autor antes citado, corresponde a la que noso-
tros, siguiendo a otros investigadores, llamamos prealbGmina. Mu-
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chos afirman que no pucde asegurarse que ge trate de una fraccién -

proteica propia del lquido, ya que pudiera ser también la consecuen

cia de una tension iGnica determinada en relacién a la solucién amor

tiguadors empleada o a algin otro factor introducido artificialmente.

‘En apoyo de este punto de vista estdn los experimentos que han logra

obtener una fraccifin prealbimina en el suero sangufneo, corriendo -

la electroforesis en un Tampbn de pH9.

De nuestros 85 cagos, la prealbimina estuvo presente en
75, o sea en el 88. 3% . Estn proporcidén es mucho més elevada que la que
encuentran los autores analizados por Mumenthaler, cuyos hallazgos po-
sitivos para esta fraccién son mucho mas bajos. De acuerdo con Steger-
{ citado per Mumenthaler ), la concentracién de la prealbGmina es mayor
en el lfquido ventricular y va disminuyendo en direccibn lumbar. Por su
parte Wunderly menciona un estudio de Bauer en el que la prealbimina --
aparece en un 15.4% en los lfquidos ventriculares y solamente en 2.9 -
4.5 en los liquidos cisternales. Este autor deduce que la presencia de --
prealbimina est4 en relacién con un efecto especial de los elementos es--
tructurales del sistema nervioso central.
Por nuestra parte, no hemos podido hallar una relacién--

definida ni por lo que se refiere a cagos con prealbimina ni en lo referen
te a la concentracién de esta fracci6n y el sitio de la puncién para la ob--

igi » he en rela-
tencién del lfquido. De acuerdo con la divisién que hemos hecho en
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cibn con las proteinas totales,

los lHquidos que ias tenfan dentro de los if

mites pormales mostraron prealbiming en 92% de los CA808, mientras
, --

> tenian i ntad;
que los que las tenian aumentadas 861o en 82% y las que las tenfan dismi-

aufdas en 85%

En nuestros liquidos normoproteinorriquicos las cifras -

minima y midxims que hallamos fueron de 0 y 17.0% con un promedio de
6.2% y una desviacién tipo de ¥+ 6.2, un poco mayores que las que se - -
mencionan en el cuadro VIll. En los trece L. CR con protefnas totales~
altas el promedio hallado fue de 2.3% con una desviacién tipode + 2.2y
los veintidos luidoes hipoprotemnorriquicos mostraron un promedio de --
13.9%. En estos dltimos hubo dos casos con concentraciones de prealba-
mina muy elevados { 75% y 63.8% ) lo cual, aunado al corto nimero de ca
508, da una desviacién tipo absurda.

De las consideraciones anteriores resulta que la dnica --
conclusion posible, con las reservas obligadas, es que en apariencia y -~
por lo que se refiere a los casos estudiados por nosotros, la prealbimina
aparece en cantidades menores en los L C R con proteinas totales por -

encima de 1o normal y mayores cuando hay hipoproteinorraquia.

3. De la comparacién de los resultados que obtuvimos en liquidos con -~

. 1 en el cuadro-
concentraciones de proteinas normales y 108 expuestos

VIll, podemos deducir que con excepcién de que nosotros no hallamos

X istintas fraccio-
nunca la fraccién Tau, los porcentajes de las otras dis
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nes son comparables .

L.a diferencia mas Befalada 8e refiere a 1a betaglobulina

fracctén en que nuestros resultados gon definitivamente més bajos --

que los del punto de comparacién.

4. En nuestros casos, la alfa 2 globulina parece estar aumentada cuan-

do existe hiperproteinorraquia ¥y disminufda en el caso contrario.

O

l.os valores considerados como normale:- por los diferen
tes autores para las cifras porcentuales de las fracciones proteicas en el
LLCR son muy semejantes. Las gue mencionamos a continuacién estéq-
tomadasg del trabajo de Mumenthaler, con ligeras modificaciones para ce
rrar las cifras y sin mencionar desde luego 1as qu corresponden a la - -

fraccibn Tau que nosotros no pudimos encontrar en ningin caso:

PrealbGmina 0 a 8%
Albimina 45 a2 85%
Alfa ! globulina 3 a 8%
Alfa 2 globulina 3 a 12%
Betaglobulina 8 a 25%
Gamaglobulina 7 a 18%

Esatos 1{mites son un poco méas amplios que los tomados—
i den maéas --
en cuenta por otros autores, pero consideramos que correspon
- ni 08 y son, r cra
exactamente con la realidad en un mayor nimero de casos y po

. . ientes en el sue
Parte, muy semejantes a los de las fracciones correspondi e
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Com
Parstivamente pues a esos limites normales, los ca

0% condensados en el cuadro | :
m *n el cuadro | v que cerresponden a hidrocefalias, en -

i mayoria quedan dentro de esos limites. Uno de ellos ({ No. 62 ), con

nte alis de prealbimina { 63.8% ). La albimina estuvo por encima de

}ﬂ normal en tres de once casos cowncidiendo dos de elles con cifras muy
elevadas de proteinag tolales. En tres también, ias cifras de albimina -
ggtuvieron por debajo de fo normal, con concentraciones de proteinas to-
tales moderadamente clevadas.
En cuanto a la alfa 1 globulina, en nueve de los once ca-
gos las proporciones fueron normaies O muy cercanas a los limites de.‘*-
pormalidad. En uno no apareci6 esa fraccién y en otro mas la proporcidén

" fue bastante elevada { 18.4% ).

En tres de los once casos no hubo alfa 2 globulina. En -

" 108 otros ocho las proporciones estuvieron dentro o muy cerca de los li-

mites normales.

l.as gamablogulinas estuvieron elevadas en tres casos, -

ausentes en dos y bajas en s6lo uno.

En todos los casos, las betablogulinas fueron normales.

l.os casos de cisticercosis agrupados en el cuadro 2, fue

ron catorce en total. De ellos, seis tuvieron proteinas totales dentro de
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lmites normales, dos fueron altas y seis bajas. La prealbiimina fue nor

~mal en geis casos y clevada en ¢l resto. En un caso { No. 100) con pro-

,Z}»'Qefnns totales de 4.5 mg % el 75% de ellas era prealbGmina.

La {racciom albimina ¢stuvo dentro de limites normales-

0 muy cerca de ellos en todos los casos menos en el sefalado en el parra

fo anterior, cn el que fue de 25% . La alfa 1 globulina falté en tres de las
muestras ¥ estuvo clevada en otras tres. La alfa 2 no se encontr6é en 9
de las 14 muestras ( 64% ). en el resto estuvo dentro de limites norrnales.
La betaglobulina fue normal en diez casos, faltd en uno y en los otros -
tres fue discretamente inferior a lo normal. La betaglobulina estuvo --

aumentada en la mitad e los casos y ausente en dos de ellos.

El cuadro 11l condensa los resultados de los once casos-
de tumores. Seis de ellos tuvieron proteinas totales normales, en tres-

estuvieron ~levadas y en los dos restantes bajas. La prealbimira fue --

précticamente normal en todos los casos y estuvo ausente en uno. La al

bamina estuvo elevada en dos casos y baja en dos mas. La alfa 1 globu--

lina fue alta en 5 de los 11 casos y no existioé en dos. La alfa 2 falté en

7 casos ( 64% ) y fue normal en el resto. La beta globulina no existi6 en

amraglobulina fal
un caso y fue précticamente normal en los demés. Lag g 2

0S.
t6 en dos casos, fue baja en dos mas y elevada en otros d

El siguiente cuadro corresponde a los casos de epilepsia.

i realbt--
Uno sélo de los catorce casos tuvo proteinas totales bajas. LaPp
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- mina esluvo ausente cn un caso y elevada en tres. La albGmina estuvo dis

~ eretamente aumentada en tres cagos . La alfa 1 globulina resulté elevada

en 8 cagos ( 57% ) ¥ fue normal cn el resto. La alfa 2 falté en § casos --

{57% ) y fue también normal en los demés. La beta globulina estuvo den-
tro de lfmites normales en todos los casos y la gamoglobulina no existi6

en 2 casos, resulté bajn en 6 y elevada en uno.

Fl cuadro V comprende 6 casos de accidentes vascula--
res cerebrales y traumatismos craneoencefélicos, en cuatro de los cua--
les la concentracidn de proteinas totales era normel y en los otros dos, -
baja, muy ligeramente en un caso y extraordinaria en el otro ( menos de-
1 mg% ). Luas modificaciones importantes en los porcentajes de las dis--
tintas fracciones, fucron la elevada proporcién de albimina en dos casos
y la ausencia de alfa 1 globulina en tres casosy de alfa 2 en cinco.

En el cuadro VI se agruparon todos los diagnosticos que-

no pudieron ser incluidos en ninguno de los anteriores. En virtud de que

no existe ninguna base para considerarlos en conjunto, no hacemos ningu

na alusién a los resultados de ese cuadro.

Las consideraciones enunciadas en las lineas anteriores

i ir modifica--
apoyan la aseveracion que hicimos de que no podemos deduc

, : minados padeci- -
ciones caracter{sticas del electroforograma para deter P
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mientos o gr

upos de padecimientos neurolégicos, bas&ndonos en los re--

| gulladas que obtuvimos. l.asg alteraciones que pudimos hallar en forma -

. més consistente, fueron la clevacién del por ciento de prealbimina en el

. 37% y la ausencia de alfa 2 globulina en el 84% de los casos de cisticerco

| 8is; la ausencia de alfa 2 globulina en el 64% de tumores cerebrales y la

elevacién de la alfa 1 globulina y la ausencia de alfa 2 globulina, cada - -

" una en el 57% de los casos de epilepsia. o

En cuanto a las causas de estas alteraciones, la Gnica --

que podiamos mencionar es la deficiencia selectiva de los plexos coroi--

des ptira la filtracidén de determinadas fraccicnes.




l.

RESUMEN
Se hicieron determinaciones electroforéticas de las frac
ciones proteicas de 85 L, C R obtenidos de pacientes del
Inatituto Nacional de Neurclogia.
Se describe la técnica utilizada para la concentracién de
proteinas del L C R que combina dialisis y liofilizacién.
Se propone una técnica de ¢lectroforesis por microzona
en membranas de acetato de celulosa semejante a la que
se emplea para el suero sanguineo.
Se hace una revision comparativa de los resultados obte
nidos en nuestros experimentos y en otros estudios simi-
lares.
No se ha podido llegar a ninguna conclusién respe’c_to a-
las alteraciones que los padecimientos neurolégicos de -
los casos .que estudiamos tengan sobre las concentracio-

isti iones proteicas.
nes porcentuales de las distintas fracct pr ‘
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