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1.'estudi de les proteins i en particular de les fraccions proteiques te,
en Biologia i sobretot en Medicina, cada dia nles interes practic.

Podem dir sense por d'exagerar que actualment el fraccionament proteic
tc taut d'interes coin 1'examen morfologic sanguini, i pensein que la seva
practica no tardara gaire a esser tan frequent coin la d'un vulgar hemograma
o velocitat de sedimentacio globular. Pero l'estudi d'aquest fraccionament
com a examen quotidia esta limitat fins ara, almenys entre nosaltres, al
serum sanguini. Aixi, quan es tracta d'altres liquids biologics, corn sun
Drina, liquid cefalo-raquidi, sinovia, etc., de contingut proteic feble, aquesta
determinacio es considerada cone a privativa de centres d'investigacio i no
assegnible a la practica diaria.

Pensem que aquest fet es degut a les dificultats que els analistes
oposeni a aquests tipus d'examens, a causa, sens dubte, dels problemes
tecnics que llur realitzacio comporta. Aixo no obstant, esteui plenament
convencuts que tant el seu interes teoric corn practic es equivalent, o supe-
rior en alguns casos, al que ens proporciona el mateix serum sanguini.

Personalment ens interessa d'obtenir fraccionaments en L.C.R., i fa un
xic mes de dos anus coinencarern a treballar en aquest assumpte. Corn a
problemes fonamentals haviem de resoldre dues questions: primera, la con-
centraciG (lei liquid fins a nivells en que els electroforegrames obtinguts fos-
sin avaluables, i segona i principal, que eomptavem unicanient amb petites
quantitats d'un producte que, de mes a mes, era molt pobre en contingut
proteic, sobretot quan es tractava de liquid ventricular. Assajarem diverses
tccniques descritcs cii ]a literatura, sobretot alemanya, alguncs amb resul-
tats acceptables, i en comunicarem una nota previa el febrer de l'any 1961.

Avui, en aquesta breu comunicacio, no pretenem pas d'exposar les

proves i els nietodes glue hem seguit, sing unicainent d'exposar-vos, despres

d'un brew resum sobre els fonanients tecnics de concentracio, el metode que

finalnient hem adoptat i adaptat, facilment realitzable amb qualsevol liquid,

i and) els resultats que us ensenyareni a continuacio. Projeccio num. 1:
Es tracta d'un L.C.R. normal. Projeccio num. 2: L.C.R. amb augment
d'alpha sub dos i de gamma. Correspon a una fase de comencament d'una
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criptococosi cerebral. Projecciu num. 3: L. ventricular, and) nil discret aug-

ment de gamma. En el L.V. es on la prealbumiua existeix en mes proporcio.

Projecciu num. 4: Es tracta d'una orina normal en la qual am]) inetodes

ordinaris no es trobaven proteines. L'electroforesi <s defectuosa perque

imicament es dialitzaren 75 nil d'orina.

L'experiencia que tenim en aquest moment cs encara redu'ida : es liinita

a 211 fraccionaments en I,.C.1:., ultra alguns serums i orines.

FONAMENTS TICN 1CS

La dificultat primordial en t'obtencio d'aquests elect roforegranies es ]a

necessitat de concentrar el liquid problema de manera que les proteines no

sofreixin desnaturalitzacio. Per aixo tots els metodes han d'esser efectuats

en fred. Fonamentalment els principis en que es basen son cis segiients :

i. Precipitacio en fred, generalment amb acetona, i redissolucio. Estu-

diat sobretot en L.C.R. per BUCIIER, MIATZELT, PETTE i d'altres. Son meto-

des molt delicats i, per tant, exposats a modificacions proteiques. Nosaltres

no en tenim experiencia.

2. Ultracentrifugacio (WESSELMENN, I'VERBECK, 1 USC11ER i molts d'al-

tres) es un bon metode, pet-6 necessity tin utillatge costos, propi imicament

de centres d'investigacio. Tampoc no hi tenim experie'ncia.

3. Evaporacio al buit. Citat per Booy, MATTIIES, PLICKTIIUM, etc.

Necessita tambe utillatge especial. As de factura lenta i de final imprecis.

Hem treballat quelconi am]) aquesta tecnica, pero sense resultats practics.

^. Dialisi a traves de membranes semipermeables de celofana, collodi.o

o filtres especials, ja sia utilitzant com a forca dialitzadora unicament ]a

pressio osmotica de macromolecules (dextran, goma arabiga...), o be coad-

juvant amb pressio positiva (que utilitzen ESSER, H EINTZLER, LASS i TERPE),

o be amb pressio negativa (EWERBECK, Rossi, SCHNEIDER). Tanlbe anib

pressio negativa contra solucio salina concentrada (KAWAT, LANDOW, MO RE).

Son tecniques no gaire complexes i de resultats brillants. Els nostres

primers prote'inogrames foren obtinguts dialitzant a traves de celofana i amb

goma arabiga a la congeladora, a 4 graus centigrads. Llur principal incon-

venient, a la nostra manera de veure, es degut a la lenta realitzacio i a la

dificultat per a recollir el dialitzat final quan treballem amb poc liquid.
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j. Lltrafiltracio at bait. (MIESS, SCIIONENBERG i WESSELMANN, EWVER-

BECK, SCHEID i ScIIEID, etc.). En aquest principi es basa la tecnlca que

seguidament descriureni. Esta inspirada en ]a de SCIIONENBERG i WESSEL-

MANN i en la de MIESS. Les principals diferencies introduides consisteixen en

la forma i en la fabricacio del filtre, en el tipus de recipient de buit, i sobretot

en el fet que ultrafiltrem directament contra buit i no contra solucions

salines o gluco-salines. Aquesta darrera modificacio es la que siniplifica con-

siderablement el metode i no comporta modificacions estructurals ell les

fraccions, almenys en a116 que l'electroforesi sobre paper pot posar de mani-

fest. Hein arrihat en aquesta conclusio practicant ultrafiltracio de scrums

previament diluits ; serums norinals i diversament patologics, contra solu-

cions salines i contra buit. Els resultats han estat sempre reproductibles i

identics als fraccionainents previs. Aixo demostra que les variacio1i1^

iuniques consecutives a I'equilibri de Donan no son tan intenses cone per a

produir alteracions irreversihles en lcs fraccions proteigtics.

Coin a cambra de filtrat uti]itzem el dispositiu quc es veu ell ]a segiient

projeccio (num. 5), consistent en tin doble tub adaptat per on tap de gonia

perforat. Al tub interior, sense fons, s'adapta el filtre previament preparat,

mitjancant on fit elastic de goma verge. Es fa el huit a la cambra que recta

entre els dos tubs i el filtre, a traves de la sortida lateral del recipient exte-

rior. Preparein el filtre utilitzant cone a motile tin tub d'assaig curt, el Eons

(let qual ha estat previament estirat de inanera que tingui la forma de

foes de sac comic i no esferic. $s molt important que el diametre interior

d'aquest mottle sigui algunes decimes de millimetre mes gran que no el

diametre exterior (let tub que servira de suport at filtre. Aixi ]'adaptacio del

filtre al seta suport sera perfecta i sense fer plecs.

l ti aquest mottle es colloca una petita quantitat de collodio at 20 0 >>

111 co]lodio comercial no ens dona resultat ; per aixo el que ntilitzem, el pre-

parent nosaltres niateixos. Seguidament imprimim at tub-motile inoviments

rapids de rotacio (,it diverses posicions per tal que el collodio s'endureixi

forniant una fina capa homogenia en tota ]a superficie let continent. Un cop

obtinguda ]a duresa apropiada, cosa que ens succeeix it cap de 30 0 40

niinuts, colloquein el filtre at seu suport, el lliguem i 1'introduim en tin bany

de formol a l'I ^o durant algunes hores. Hem de confessar que el problema

que ens ha costat mes de resoldre ha estat I'obtencio, de forma sistematica.

de filtres utilitzabies, es a dir, filtres que no es trenquin en fer el buit, que

s'adaptin perfectament at suport, i sobretot que tinguin la duresa apropiada

per a permetre una ultrafiltracio total i rapida.
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Conn a sisteiua de buit utilitzenn el que es veil en la projeccio num. 6.

Consisteix en una cambra central de distribucio en la qual comuniea la

conduccio de la tromps de buit, que en aquest cas es una trompa d'ai-

gua muetallica, suficient per a obtenir pressions negatives de 67 cm Hg.,

una conduccio que va en un diposit de buit la finalitat del qual es de fer

d'esmorteidor i de reservatori de buit per a mantenir una ultrafiltracib

a pressio constant les hores que calguiii, tun nnanometre de pressions

negatives i les valvules de sortida quc connunicaran nnitjancant tubs de

goma a les cambres d'ultrafiltracio.

Per a la nnetodica de la filtraci6 colloquenn el liquid problenna a l'interior

del filtre. Es suficient antb uns 7 o 8 ml de L.C.R., si aquest es normal, o

15 ml de L. ventricular. Si aquests liquids son hiperproteics, les quantitats

poden csser tees petites. Connectem el bait amb una tensio mitjana (le menys

25 o menys 30 cm de Hg ; pressio amb la qual normalnnent, en tines dues

hores, filtren nits i5 ml de liquid. El final de la ultrafiltracio no necessita

control, car ]a concentracio del liquid a aquesta pressio no sobrepassa mai

els limits optims per a obtenir tin bon electroforegrama.

Un cop filtrat, hone recull el concentrat del fons del filtre, amb tun ca-
pillar o pipeta Pasteur, amb la qual tot seguit es realitza 1'extensi6 sobre el
paper d'electroforesi, corm si es tractes d'un serum sanguini. Si volenn diferir
la practica de l'electroforesi a tun altre moment, ens limitenn a tancar els

extrenis del capil-lar a la Rama i conservem la congeladora a + 4 ° C. A partir

d'aquest moment totes les operations successives son identiques a les que

es fan en el serum sanguini, i per aixo no les descriurem.

No cal dir que a partir d'aquest dialitzat es poden practicar, doncs, pro-

teinogrannes, lipoproteinogrames, mucoproteinogrames, ern fi : totes les ma-

teixes operacions que es puguin fer amb serum directament, amb l'avantatge,

en molts de casos, que les bandes surten millor, ja que la concentracio obtin-

guda es superior a la normal del serum ; talment, que nosaltres fern servir

aquest artifici de concentracio en determinats serums per a obtenir muco i

lipoproteinogrames mes contrastats. limb el nnateix L. C. R. Them obtingut

mucogrannes forca expressius.

Quant als lipoproteinogrames, utilitzem la tecnica de pretincio que GRAS

RrERA descriu per al serum, amb les variants segiients : A) Hom pot fer aques-

ta pretincio directament en el liquid abatis de concentrar, pero d'aquesta forma

els lipogrames obtinguts no son gaire expressius, a part que cada vegada es

fa malbe un filtre. B) Tincio despres de ]a concentracio, amb la qual s'obte-
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nen excelleuts resultats. Com que disposem de molt poc concentrat, tenyiin

dins un capillar amb una petita dilatacio central ampullar (projeccio num. 7)

en la qual previament hem collocat un pols de negre sudan. Collocat el

liquid cu contacte amb el colorant, tanquem els extrems del capillar a la

Hama i escalfem al bany maria a 56 °C mitja hora, agitant de tant en tart per

rotacio entre les mans. Per separar despres les restes de colorant (projeccio

num. 8), tun cop tallats novament els extrems del capillar, fem passar, com es

veu a la figura, mitjancant pressio positiva el concentrat tenyit d'un ca-

pillar a l'altre, a traves d'un petitissim disc de paper de filtre. Aixo no

obstant, i per acabar de separar algunes particules de colorant que hagin

pogut passar per defecte tecnic, tanquem aquest nou capillar d'un extrern i

centrifuguem. Llavors es comprova per transparencia el nivell en que han

quedat les particules, i es talla el capillar de manera que se separin i es

puguin menysprear.

Farem notar que en el L. C. R. normal unicament s'aprecien les alpha

lipoproteines, i no les beta.

En li : aquesta es la nostra modesta experiencia tecnica que podem

aportar al terra exposat. No cal dir que estern enterament a la vostra dispo-

sicib per a aclarir qualsevol dubte que Ihagi pogut quedar.
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