TECNICA DE CONCENTRACIO DE LIQUIDS
PER A L’OBTENCIO D’ELECTROFOREGRAMES

Comunicaci6 presentada el dia 28 d’abril de 1962 pel doctor

EDUARD FORNELLS

Director del Laboratori dels Dispensaris de Malalties
Professionals i de la Clinica del Treball
de Barcelona



L'estudi de les proteines i en particular de les fraccions proteiques té,
en Biologia i sobretot en Medicina, cada dia més interés practic.

Podem dir sense por d’exagerar que actualment el fraccionament proteic
té tant d’interés com I'examen morfologic sanguini, i pensem que la seva
practica no tardara gaire a ésser tan freqiient com la d’un vulgar hemograma
o velocitat de sedimentacié globular. Perd I'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, com son
orina, liquid cefalo-raquidi, sinovia, etc., de contingut proteic feble, aquesta
determinaci6 és considerada com a privativa de centres d’investigacié i no
assequible a la practica diaria.

Pensem que aquest fet és degut a les dificultats que els analistes
oposem a aquests tipus d’examens, a causa, sens dubte, dels problemes
técnics que llur realitzacié comporta. Aixd no obstant, estem plenament
convenguts que tant el seu interés teoric com practic és equivalent, o supe-
rior en alguns casos, al que ens proporciona el mateix sérum sanguini.

Personalment ens interessa d’obtenir fraccionaments en IL.LCR., i fa un
xic més de dos anys comengarem a treballar en aquest assumpte. Com a
problemes fonamentals haviem de resoldre dues qiiestions: primera, la con-
centraci6 del liquid fins a nivells en qué els electroforegrames obtinguts fos-
sin avaluables, i segona i principal, que comptivem t{nicament amb petites
quantitats d’'un producte que, de més a més, era molt pobre en contingut
proteic, sobretot quan es tractava de liquid ventricular. Assajarem diverses
teeniques descrites en la literatura, sobretot alemanya, algunes amb resul-
tats acceptables, i en comunicirem una nota prévia el febrer de l'any 1961.

Avui, en aquesta breu comunicacid, no pretenem pas d’exposar les
proves i els métodes que hem seguit, siné tnicament d’exposar-vos, després
d'un breu resum sobre els fonaments técnics de concentraci6, el métode que
finalment hem adoptat i adaptat, facilment realitzable amb qualsevol liquid,
i amb els resultats que us ensenyarem a continuacié. Projeccié ntm. 1:
Es tracta d'un L.C.R. normal. Projecci6 nim. 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. Projeccio ntim. 3: L. ventricular, amb un discret aug-
ment de gamma. En el L.V. és on la prealbiimina existeix en més proporcio.
Projeccié nim. 4: Es tracta d’'una orina normal en la qual amb meétodes
ordinaris no es trobaven proteines. IL'electroforesi és defectuosa perque
unicament es dialitzaren 75 ml d’orina.

[’experiéncia que tenim en aquest moment ¢és encara reduida: es limita
a 2171 fraccionaments en 1..C.R., ultra alguns serums i orines.

FONAMENTS TECNICS

La dificultat primordial en l'obtencio d’aquests electroforegrames ¢s la
necessitat de concentrar el liquid problema de manera que les proteines no
sofreixin desnaturalitzaci6. Per aixo tots els métodes han d’ésser efectuats
en fred. Fonamentalment els principis en qué es basen son els segiients:

1. Precipitacié en fred, generalment amb acetona, i redissolucio. Estu-
diat sobretot en L.C.R. per Bucner, Marzert, PErTE i d'altres. Son meto-
des molt delicats i, per tant, exposats a modificacions proteiques. Nosaltres
no en tenim experiéncia.

2. Ultracentrifugacié (WESSELMENN, EWERBECK, BuscHER i molts d’al-
tres) és un bon métode, perd necessita un utillatge costos, propi tnicament
de centres d'investigaci. Tampoc no hi tenim experiéncia.

3. Evaporaci6 al buit. Citat per Booy, MarTnEs, PLICKTHUM, etc.
Necessita també utillatge especial. Es de factura lenta i de final imprecis.
Hem treballat quelcom amb aquesta técnica, pero sense resultats practics.

4. Dialisi a través de membranes semipermeables de celofana, coHodio
o filtres especials, ja sia utilitzant com a forca dialitzadora tnicament la
pressi6 osmotica de macromolécules (dextran, goma arabiga...), o bé coad-
juvant amb pressi6 positiva (que utilitzen Esser, HEINTZLER, Lass 1 TERPE),
0 bé amb pressié negativa (EWERBECK, Rossi, SCHNEIDER). També amb
pressié negativa contra solucié salina concentrada (Kawat, Lanpow, MoRE).

Sén técniques no gaire complexes i de resultats brillants. Els nostres
primers proteinogrames foren obtinguts dialitzant a través de celofana i amb
goma arabiga a la congeladora, a 4 graus centigrads. Llur principal incon-
venient, a la nostra manera de veure, és degut a la lenta realitzacio i a la
dificultat per a recollir el dialitzat final quan treballem amb poc liquid.
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5. Ultrafiltraci6 al buit. (MI1ESS, SCHONENBERG 1 WESSELMANN, EWER-
BECK, SCHEID 1 SCHEID, etc.). En aquest principi es basa la técnica que
seguidament descriurem. ISsta inspirada en la de SCHONENBERG i WESSEL-
MANN i en la de MiEss. Les principals diferéncies introduides consisteixen en
la forma 1 en la fabricacié 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 modificacié és la que simplifica con-
siderablement el meétode 1 no comporta modificacions estructurals en les
fraccions, almenys en allo que 'electroforesi sobre paper pot posar de mani-
fest. Hem arribat en aquesta conclusio practicant ultrafiltracio de seérums
préviament diluits; sérums normals i diversament patologics, contra solu-
cions salines i contra buit. Els resultats han estat sempre reproductibles i
idéntics als fraccionaments previs. Aixo demostra que les variacions
ioniques consecutives a l'equilibri de Donan no sén tan intenses com per a
produir alteracions irreversibles en les fraccions proteiques.

Com a cambra de filtrat utilitzem el dispositiu que es veu en la segiient
projeccio (ntm. 3), consistent en un doble tub adaptat per un tap de goma
perforat. Al tub interior, sense fons, s’adapta el filtre préviament preparat,
mitjancant un fil elastic de goma verge. Es fa el buit a la cambra que resta
entre els dos tubs i el filtre, a través de la sortida lateral del recipient exte-
rior. Preparem el filtre utilitzant com a motlle un tub d’assaig curt, el fons
del qual ha estat préviament estirat de manera que tingui la forma de
fons de sac conic i no esféric. Es molt important que el diametre interior
d’aquest motlle sigui algunes décimes de milimetre més gran que no el
diametre exterior del tub que servira de suport al filtre. Aixi I'adaptacio del
filtre al seu suport sera perfecta i sense fer plecs.

IEn aquest motlle es colloca una petita quantitat de coHodio al 20 o 25 %.
151 coHodié comercial no ens dona resultat; per aixo el que utilitzem, el pre-
parem nosaltres mateixos. Seguidament imprimim al tub-motlle moviments
rapids de rotacié en diverses posicions per tal que el colodié s’endureixi
formant una fina capa homogénia en tota la superficie del continent. Un cop
obtinguda la duresa apropiada, cosa que ens succeeix al cap de 30 o 40
minuts, codoquem el filtre al seu suport, el lliguem 1 I'introduim en un bany
de formol a I't 9% durant algunes hores. Hem de confessar que el problema
(ue ens ha costat més de resoldre ha estat I'obtencio, de forma sistematica,
de filtres utilitzables, és a dir, filtres que no es trenquin en fer el buit, que
s'adaptin perfectament al suport, i sobretot que tinguin la duresa apropiada
per a permetre una ultrafiltracio total i rapida.
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Com a sistema de buit utilitzem el que es veu en la projeccié nim. 6.
Consisteix en una cambra central de distribucié en la qual comunica la
conduccié de la trompa de buit, que en aquest cas és una trompa d’ai-
gua metalica, suficient per a obtenir pressions negatives de 67 cm Hg.,
una conduccié que va en un diposit de buit la finalitat del qual és de fer
d’esmorteidor 1 de reservatori de buit per a mantenir una ultrafiltracio
a pressio constant les hores que calguin, un manometre de pressions
negatives 1 les valvules de sortida que comunicaran mitjangant tubs de
goma a les cambres d’ultrafiltracio.

Per a la metodica de la filtracié coloquem el liquid problema a linterior
del filtre. Es suficient amb uns 7 o 8 ml de I..C.R., si aquest és normal, o
15 ml de .. ventricular. Si aquests liquids son hiperproteics, les quantitats
poden ¢sser més petites. Connectem el buit amb una tensié mitjana de menys
25 o menys 30 cm de Hg; pressio amb la qual normalment, en unes dues
hores, filtren uns 15 ml de liquid. El final de la ultrafiltracio no necessita
control, car la concentracié del liquid a aquesta pressié no sobrepassa mai
els limits optims per a obtenir un bon electroforegrama.

Un cop filtrat, hom recull el concentrat del fons del filtre, amb un ca-
pillar o pipeta Pasteur, amb la qual tot seguit es realitza 'extensi6é sobre el
paper d’electroforesi, com si es tractés d'un sérum sanguini. Si volem diferir
la practica de l'electroforesi a un altre moment, ens limitem a tancar els
extrems del capilar a la flama i conservem la congeladora a 4 4 © C. A partir
d’aquest moment totes les operacions successives son idéntiques a les que
es fan en el sérum sanguini, i per aixo no les descriurem.

No cal dir que a partir d’aquest dialitzat es poden practicar, doncs, pro-
teinogrames, lipoproteinogrames, mucoproteinogrames, en fi: totes les ma-
teixes operacions que es puguin fer amb sérum directament, amb I'avantatge,
en molts de casos, que les bandes surten millor, ja que la concentracié obtin-
guda és superior a la normal del sérum; talment, que nosaltres fem servir
aquest artifici de concentracié en determinats sérums per a obtenir muco i
lipoproteinogrames més contrastats. Amb el mateix L. C. R. hem obtingut
mucogrames forga expressius.

Quant als lipoproteinogrames, utilitzem la técnica de pretincié que Gras
R1ERA descriu per al sérum, amb les variants segtients : A) Hom pot fer aques-
ta pretinci6 directament en el liquid abans de concentrar, pero d’aquesta forma
els lipogrames obtinguts no soén gaire expressius, a part que cada vegada es
fa malbé un filtre. B) Tincio després de la concentracio, amb la qual s’obte-
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nen excellents resultats. Com que disposem de molt poc concentrat, tenyim
dins un capillar amb una petita dilataci6é central ampular (projeccié nam. 7)
en la qual préviament hem collocat un pols de negre sudan. CoHocat el
liquid en contacte amb el colorant, tanquem els extrems del capillar a la
flama i escalfem al bany maria a 56 °C mitja hora, agitant de tant en tant per
rotaci6 entre les mans. Per separar després les restes de colorant (projeccio
nam. 8), un cop tallats novament els extrems del capillar, fem passar, com es
veu a la figura, mitjangant pressié positiva el concentrat tenyit d’un ca-
pilar a l'altre, a través 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 técnic, tanquem aquest nou capillar d'un extrem i
centrifuguem. Llavors es comprova per transparéncia el nivell en qué 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 tinicament s’aprecien les alpha
lipoproteines, i no les beta.

En fi: aquesta és la nostra modesta experiéncia técnica que podem
aportar al tema exposat. No cal dir que estem enterament a la vostra dispo-
sici6 per a aclarir qualsevol dubte que hagi pogut quedar.
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