ATUALIZACOES

ELETROFORESE DAS PROTEINAS DO LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO
I. CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A ELETROFORESE EM PAPEL

A. SPINA-FRANGA *

A introducao da eletroforese no estudo das fractes protéicas dos ligiiidos
organicos abriu novos horizontes para o esclarecimento de afec¢bes que ja
haviam esgotado o arsenal dos métodos habituais de indagacéo.

Quando uma mistura de substadncias em estado coloidal é submetida a
influéncia de um campo elétrico, as micelas elétricamente carregadas se des-
locam em dire¢do ao polo elétrico de carga contraria, percorrendo distancias
diferentes, em tempo idéntico, por se deslocarem com velocidades diversas.
A ésse processo de separacdo de particulas coloidais foi dado o nome de
cataforese (Hardy) ou de eletroforese (Michaelis); esta Ultima denominacido
prevaleceu, sendo reservada para a separacdo de particulas de grande péso
molcular; para ions menores, é usada a expressdo iontoforese.

O conhecimento fisico-quimico do processo eletroforético pouco progre-
diu desde as primeiras observac¢des de William Hardy (1905) até 1930, quan-
do surgiram os estudos de Theorell sdbre a diferenca entre a migracio da
albumina e globulina. Desde entdo come¢am os estudos de Arne Tiselius 69,
que definiu os caracteres da migracao eletroforética, ideou aparélho para se-
parar e avaliar os principais constituintes de misturas de substancias de
grande péso molecular, como sejam as proteinas, e demonstrou que a glo-
bulina do s6ro sangilineo é substancia heterogénea, constituida de trés fra-
¢oes: alfa, beta e gama.

O método introduzido por Tiselius é conhecido pela denominacio de ele-
troforese livre, pois as particulas migram na solucdo tampdo contida em
tubo ou célula de vidro. Varias modificagbes foram introduzidas na apare-
lhagem para a obtencdo de resultados mais precisos e para a utilizacdo de
menor volume de material. Entre estas se destaca a microeletroforese (Ant-
weiler), que tornou o método mais utilizavel no estudo de ligiiidos biologi-
cos de pequena concentragcdo protéica, como o ligliido cefalorraquidiano.

* Assistente extranumerario da Clinica Neurolégica (Servico do Prof. Adherbal
Tolosa) e médico auxiliar de ensino no Laboratdrio Central (Servico do Dr. Octavio
A. Germeck) do Hospital das Clinicas da Fac. Med. da Univ. de S&o Paulo.
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A mesma vantagem oferece outra variante de carater pratico — a ele-
troforese de zona — na qual a célula de migracdo é substituida por suporte
poroso embebido em solucdo tampado. Dentre os suportes tentados, mos-
trou-se mais pratico o papel de filtro. Seu emprégo foi iniciado simulta-
neamente por varios grupos de pesquisadores (Wieland e Fischer, Durrum.
Turba e Enenkel, Cremer e Tiselius), cujos estudos foram publicados entre
1949 e 1950.

ELETROFORESE LIVRE

Em nosso meio Hoxter e Wajchenberg *3, em trabalho de carater pratico,
apresentaram uma sUmula do que se conhece sObre a constituicao das pro-
teinas plasmaticas. Entre os métodos empregados para o estudo déstes cons-
tituintes do sangue, éstes autores dedicaram atencdo especial & eletroforese
livre, revendo os caracteres da migracdo das diferentes fracdes protéicas
do plasma, analisando os diversos fatores que a influenciam e discutindo os
principais dados sdbre a aparelhagem e para a obtencdo do resultado final.
Os mesmos autores, em publicacdo seguinte 36, resumiram a interpretacao
dos achados eletroforéticos, adotando a esquematizacdo proposta por Wuhr-
mann, segundo a qual as doencas se distribuem em seis constelacdes para
as quais sdo comuns os achados eletroforéticos quanto a discriminacdo das
fracbes protéicas do sbéro sangiiineo.

A constelagdo I se caracteriza pela diminuicdo da albumina e pelo au-
mento das globulinas ¢ e y (processos inflamatdrios agudos); a constela¢do
II, por alteracdes semelhantes mas menos intensas (processos inflamatoérios
subagudos); a comstelagdo I1I, por diminuicdo da albumina e aumento das
fracbes B e Y (lesdes difusas do parénquima hepéatico, tuberculose pulmonar.
linfossarcoma, entre outras); a constelagdo IV, por diminuicdo da albumina
¢ aumento de todas as fracoes globulinicas (sindrome nefrodtica, fases ter-
minais da tuberculose, caquexia, etc.); a constelacdo V, por diminuicdo da
albumina e aumento da globulina v (y-plasmocitomas, certos tipos de leuce-
mias, poliartrite crénica, moléstia de Nicolas-Favre, leishmaniose, etc.); a
consteldgdo VI, por diminuicdo da albumina e aumento da globulina g (8-
plasmocitomas, carcinomas com metastases, leucemia linfatica, etc.).

Nessa mesma publicacdo, Hoxter e Wachenberg 36 analisaram a compo-
sicdo bioquimica da albumina, das fra¢des globulinicas (u,, a.. B y) e do fi-
brinogénio, permitindo assim a compreensido fisiopatogenética dessas conste-
lagdes.

Numerosos trabalhos demonstram o valor da eletroforese livre e a exa-
tiddo de seus resultados; entretanto, éste método exige aparelhagem custo-
sa, s6 acessivel a laboratorios de grande porte, anexados a institutos cien-
tificos bem dotados. Para investigacbes de carater prético foram propostas
técnicas simplificadas que, sem prejudicar o valor do método, visam afastar
os Obices do alto custo da aparelhagem e da delicadeza técnica da eletro-
forese livre. Destas modificagbes a eletroforese em papel de filtro mereceu
a preferéncia pela simplicidade de execuc¢io e pela qualidade dos resultados.
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ELETROFORESE EM PAPEL

A simplicidade da aparelhagem c¢ da técnica da eletroforesc em papel
de filtro, ou. simplesmente, eletroforese em gpapel (EFP), tornou o método
acessivel ao laboratorio clinico, difundindo rapidamente seu emprégo. Por
isso. a maior parte das contribuigcées utilizando a eletroforese para o estudo
das proteinas do séro sangiiineo em patologia humana foi obtida com éste
métcdo; o acérvo de trabalhos acumulados até o presente é de tal ordem
que Grassmann 2* considera impossivel uma revisdo bibhliografica completa.

Para as vantagens da eletroforese em papel sobre a cletroforese livre
foi o proprio Tiselius, em trabalho com Kunkel ¥, quem chamou a atencido:
o método é de execucdo simples, exige menor quantidade de material e pro-
porciona separacdo real das fracgdes protéicas, pois cada porcdo do papel re-
presenta um verdadeiro tubo de ensaio que contém a fracdo separada. E
exato que. como salientam Koiw, Wallenius e Gronwall ¢, o método s6 apre-
senta vantagens no ambito clinico porque os resultados sdo menos precisos
que 03 da eletroforese livre; com efeito, para a eletroforese em papel, Floden 26
admite um érro de 5 a 10%, enquanto que, para a eletroforese livre, o érro ad-
missivel é de apenas 0,1%. Entretanto, esta diferenca, embora comprometa
a reprodutibilidade 65, estd dentro dos limites da indagacdo clinica por ser
inferior as variacoes de carater patolégico e as verificadas entre pessoas
sadias 2*.

A aparelhagem usada para a eletroforese em papel consta de uma tira

de papel de filtro, cujas extremidades penetram em duas cubas, cada uma
ligada a um dos poélos da corrente elétrica; a transmissdo da corrente nesse
sistema se faz através de solug¢do tampao contida nas cubas e que embebe
a tira de papel. A mistura coloidal em estudo é colocada sbbre a tira de
papel e migra em direcdo ao pé6lo elétrico de carga contraria.

Varios sdo os aparelhos usados, sendo fundamentais os seguintes '': o
de Wieland e Fisher e o de Grassmann e Hannig, nos quais a tira de papel
permanece estendida horizontalmente entre as duas cubas; o de Durrum, no
qual a tira é suspensa, pela sua metade, entre as cubas; o de Cremer e Ti-
selius e o de Kunkel e Tiselius, nos quais o papel também é colocado hori-
zontalmente entre as cubas, mas, para evitar evaporacio permanece dentro
de banho de ligiiido orginico nao solivel em agua ou entre placas de vidro.
Para esta ultima variante, foi ideado um modélo especial pelos brasileiros
Rodrigues e Ribeiro 58,

As proteinas tém a propriedade de serem anféteras, podendo migrar em
uma ou outra direcdo conforme o pH do meio em que se encontram. Para
as proteinas do sbéro sangiiineo, melhor separagdo é obtida em meio alcalino
(pH 85 a 9), no qual a carga elétrica das proteinas se torna negativa; elas
migram, portanto, em direcdo ao pdlo positivo e suas fragdes se saparam por
se deslocarem com velocidades diferentes.

A amostra a examinar é distribuida na parte da tira do papel que esta
mais proxima do pélo negativo (fig. 1) e, depois da passagem da corrente
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elétrica durante tempo necessario para obter boa separacdo entre as fracdes
— tempo que é variavel conforme o método empregado — o papel é retirado
do aparélho e poésto a secar. Em seguida, a tira de papel é corada com
substancia que tenha a propriedade de se ligar as proteinas em proporg¢oes
estaveis; removido o excesso de corante, ficam sobre a tira de papel as man-
chas coradas, que representam cada uma das fracbes que foram separadas.
Por vézes, entre o ponto de distribuicio do material e o inicio da faixa da
v-globulina, o papel corado mostra uma tonalidade mais carregada, em con-
traste com as demais porc¢des do papel onde nao ha fracbes protéicas, porcdes
essas que se apresentam bem claras. Este fato ocorre porque as proteinas
ao migrarem deixam atras de si um rastro ou “tapéte” explicado pela ad-
sorcdo de particulas de cada fracdo ao papel de filtro. A adsorcdo depende

da espessura do papel e do estado de conservagdo do material analisado 1.

i
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Fig. 1 — Esquema de um aparélho de eletroforese de tipo

Grassmann e Hannig, no qual o papel é mantido horizon-

talmente entre as duas cubas que contém solug¢do tampdo

e que sdo ligadas aos pélos da corrente elétrica. A flecha

vertical indica o ponto onde é colocada, sébre o papel, a

amostra de LCR em estudo, a flecha horizontal mostra
o sentido da migracdo das fracbes protéicas.

Enquanto que na eletroforese livre o reconhecimento das fracbes pro-
téicas é obtido mediante o célculo da respectiva velocidade de migracio ele-
troforética a partir de dados conhecidos — distancia percorrida pela parti-
cula, tempo de passagem da corrente elétrica, caracteres do campo elétrico
e influéncia do aparélho — na eletroforese em papel ésse reconhecimento
ndo é tao simples, pois o papel de filtro apresenta uma série de particula-
ridades que dificultam ou mesmo impossibilitam a determinacido correta de
certos fatoéres — influéncia da aparelhagem e da distincia percorrida pela
particula — prejudicando a determinacdo da velocidade de migracéao.

Realmente, na eletroforese em papel a influéncia do suporte de migracédo, isto
é, o papel de filtro, ndo constitui fator constante, dependendo da qualidade do papel,
que ¢é varifvel, pois a celulose apresenta diferencas conforme o vegetal da qual é
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extraida. Além disso, cada papel apresenta particularidades especiais quanto a es-

trutura e a espessura. N&o €é possivel, por isso, estabelecer uma constante para
representar a influéncia do papel de filtro na eletroforese.

Por outro lado, a distdncia percorrida por uma particula no papel de filtro
nédo é apenas aguela que medeia entre o ponto inicial e o ponto em que essa par-
ticula se encontra quando a eletroforese é interrompida, pois a migracdo se da
tanto pela superficie, como pelos poros do papel que constituem verdadeira réde
capilar, de tal forma ramificada que, para uma grama de papel, a superficie in-
terna dessa réde corresponde a cérca de 500 m? segundo cdlculos referidos por
Madeira .

Além disso, ndo é apenas por ésse modo direto que o papel modifica a distancia
percorrida pelas particulas; durante a passagem da corrente elétrica formam-se na
solucdo tampdo correntes ligiiidas de sentido varidvel, na dependéncia de fendme-
nos que ocorrem no préprio papel. Assim, quando éle é umedecido com solucdo
tampdo, torna-se elétricamente ativo, resultando disso o estabelecimento de uma

corrente ligiiida no seu sistema capilar em direcio 4 cuba ligada ao pdlo negativo:
é a corrente de eletro-osmose. Por sua vez a passagem da corrente elétrica aquece
o papel, evaporando parte do liqiiido tampado que o embebe: como resultado for-
mam-se outras correntes liqliidas, a partir de cada cuba e em direcdo ao centro
da tira de papel.

Essas correntes interferem, opondo-se & migracio eletroforética; segundo dados
citados por Fine e col.®, apés certo tempo de passagem da corrente elétrica, varia-
vel conforme a natureza da solucdo tampio utilizada, as particulas ocupam, no
papel, uma posicdo que representa a soma algébrica da sua velocidade de migracéo
e das correntes ligliidas da proépria solucdo tampéo.

Além dessas, outras correntes ligiiidas se formam durante a secagem da tira
— de suas extremidades mais umedecidas para o seu centro — produzindo modi-
ficacdes na posicdo ocupada pelas particulas®,

De tal forma se imbrica a ac¢do dos fatéres acima referidos que se torna
desprovida de valor a determinacdo da velocidade de migrac¢io de uma par-
ticula na eletroforese em papel. Na préatica, o reconhecimento das fracGes
protéicas separadas pela eletroforese em papel se faz pela sua mobilidade
relativa, considerando, como base, a distancia entre o ponto de partida inicial
e a posicao final das particulas de albumina. Assim, segundo Hoxter 34,
considerando a distancia percorrida pela albumina como sendo equivalente
a 100%, a distancia percorrida pela globulina o, esta situada entre 75 e 90%;
a da globulina g, entre 60 e 70%; a da globulina B, entre 45 e 55%; a da
globulina y, entre 20 e 35%.

O simples exame da tira de papel corada da idéia do comportamento
das varias fracbes protéicas separadas. Quando se quer ter dados mais
exatos, representam-se o0s resultados em um grafico denominado perfil ele-
troforético ou eletroferograma, nome éste consagrado pelo uso, embora o
térmo correto seja o de eletroforesigrama 1°.

Para representar o perfil eletroforético utilizam-se os valores, obtidos
mediante fotometria, da densidade o6ptica de cada porcdo da tira de papel.
A fotometria pode ser feita a partir da tira de papel que para isso é cor-
tada, no sentido da sua largura, em pequenas por¢bes iguais que sdo colo-
cadas em quantidades certas de uma solucio especial, onde o corante se
dilui. Método mais simples é aquéle no qual a intensidade da cér é deter-
minada em distancias certas, diretamente na tira de papel. por meio de fo-
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tdmetro especial (densitémetro). Os resultados obtidos por ésses métodos
sao compardaveis e correspondem-se quando aquéles obtidos pela técnica da
diluicdo sao multiplicados por um fator de correcdo para as globulinas =1,

Os valores da densidade optica das partes do papel de filtro sucessiva-
mente medidos sao transpostos para papel milimetrado e, depois, unidos entre
si, obtendo-se uma linha cujas deflexdes reproduzem a posicdo das diversas
fracbes no papel de filtro. Para conhecer o teor relativo de determinada
fracdo protéica, somam-se 0s respectivos valores da densidade optica ou se-
para-se no grafico a area que a representa; as areas das diferentes fracgocs
podem ser delimitadas pelo tracado das curvas de freqiiéncia ou por linhas
paralelas que descem perpendicularmente dos pontos de maior deflexdo até
a linha de base. A linha de base ou linha de referéncia é a reta que deli-
mita inferiormente o perfil eletroforético; para traca-la, tomam-se em refe-
réncia dois pontos, que sdao os extremos do perfil: o primeiro é aquéle ondc
se inicia a representacao da «/-gl'obulina e, o segundo, aquéle onde termina
a albumina. Para alguns a linha de base é a reta que une ésses dois pon-
tos 2; para outros € a horizontal correspondente & média %7 e, para outro-,
é a horizontal que passa pelo segundo ponto.

Delimitada cada fracdo protéica, sua 4area pode ser planimetrada ou
calculada geométricamente. Ksta técnica s6 pode ser utilizada quando as
areas das fracdes sdo separadas pelas suas curvas de freqiiéncia *7. Consi-
derando o valor da area total do perfil como sendo equivalente a 1007, a
cada fracdo é atribuido o percentual correspondente ao tamanho de sua area
(teor relativo ou simplesmente teor). A concentracdo absoluta ou, simples-
mente, concentra¢do de cada fracdo nido pode ser obtida diretamente; en-
tretanto, conhecendo-se a concentracio protéica total, pode ser calculada a
partir dos teores relativos.

A eletroforese das proteinas em papel de filtro gerou inicialmente de-
cepcdes por terem sido registrados dados contraditérios. Entretanto, pesqui-
sas ulteriores vieram mostrar na3o serem tais contradi¢bes atinentes ao meé-
todo ¢, sim, devidas a imprecisdes na técnica, a conclusdes precipitadas e,
especialmente, ao fato de ter sido exigido do método mais do que permitem
seus limites de precisdo. Como salientam Azerad e col?, a eletroforese em
rapel é método excelente do ponto de vista qualitativo e bom do ponto de
vista semiquantitativo. Respeitadas as limitacdes, o método oferece dados
ateis para o diagnodstico, para o prognostico e para a evolugdo. Em certas
eventualidades, seus resultados devem ser completados com métodos de maior
precisao, como seja o da eletroforese livre.

ELETROFORESE EM PAPEL DAS PROTEINAS DO LiIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO

Fundamentalmente, a EFP das proteinas do liqiiido cefalorraquidiano
(LCR) obedece a mesma sistematizacdo técnica utilizada para o estudo das
proteinas do so6ro sangiiineo. Antes de se dedicar ao estudo do LCR é ne-
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cessario que o laboratorista se familiarize com a execucdo do método em
relacdo as proteinas do soro sangliineo, material que é de facil obtencédo e
que, por outro lado, ndo exige concentracdo prévia como é necessario para
o LCR. Como material de facil deterioracdo ¢ contaminacdo, o LCR deve
ser utilizado logo; quando conservado cm condi¢cfes estéreis ¢ em baixa tem-
peratura, podera ser utilizado, nc maximo, até uma semana apds a colheita.
Parte da amostra de LCR colhida é usada para a determinacdc da protei-
norraqguia total pelos métodos habituais, sendo o restante reservado para o

cxame eletroforético; a parte destinada a éste exame (cérca de 5 a 10 ml)
é centrifugada logo apés a colheita para eliminar os elementos celulares.

Concentragdo — Para a EFP s@o nececssarios cérca de 0,5 mg de pro-
teinas, quantidade contida em um volume de LCR que nao pode ser aplicado
diretamente sohre a tira de papel, tornando-se necessario concentrar o ma-
terial até um volume de 0,01 a 0,04 ml, aproximadamente.

O método mais utilizado para a concentracdo ¢ o da didlise, tendo sido utiliza-
das inicialmente algumas variantes da técnica de Oncley; entretanto, a didlise me-
diante o emprégo de solucdes concentradas de compostos macromoleculares (goma
arabica, dextrana, polivinilpirrolidona) é o processo de emprégo mais difundido pela
sua simplicidade. Em geladeira, ou em temperatura ambiente, obtém-se concentra-
cdo satisfatoria (100-200 vézes), partindo de volumes variaveis em um ou dois dias,
tempo aue pode ser reduzido pelo emprégo de agitadores magnéticos na solucdo
macromolecular ™ ou pela evaporacac prévia em corrente de ar. O LCR € colocado
dentro de saco de celofane, que € imergido no ligiiido concentrador, composto de
solucdo tampdo e da substadncia macromolecular escolhida (goma arahica a 40-50%,

dextrana a 10-209%, polivinilpirrolidona a 10-307).

Na concentracdo por wultrafiltracdo, o emprégo de membranra cspecial que néo
permite a passagem de proteinas?’ diminui de muito o tempo da operac¢io, sendo
possivel obter concentracdes suficientes em 2 a 6 horas. Utiliza-se aparelhamento
especial quando o liqilido a concentrar é torcado contra a membrana filtrante por
aumcnto da pressdo no interior da camara onde esta contido %% ou, com apare-
lhagem simples, aquando a ultrafiltracic se processa no vacuo estabelecido no re-
cipiente para onde o liqllido é filtrado. Reducgo maior no tempo é obtida quando
essa membrana especial é substituida por membrana de colodio ®, utilizada também
no método de centrifugo-ultrafiltracio ™, no qual o LCR, contido em saco de colédio,
é ccntrifugado dentro de tubo de ebonite perfurado, escapando o LCR filtrado sob
o efeito da forca centrifuga.

A concentracado por cvaporacdo no vacuo quando feita em temperatura ambiente
é obtida em tempo variavel, segundo o método; evita-se o inconveniente do excesso
de concentracdo de sais quer por didlise prévia contra &dgua, quer por didlise con-
comitante contra solucdo tampdo. A evaporacdo no vacuo e em baixa temperatura
(liofilizacdo) costuma ser precedida — para a retirada de sais — da passagem do
LCR por resina troca-ions ', de diadlise contra agua destilada, contra solucdo tampéo
ou contra solucdo fisioldgica.

A concentracdo por precipita¢cdo se faz por meio da acetona em temperatura
préxima & da congelacdo 1,7, Q excesso de sais é corrigido pela sua laqueacio a
substancia troca-ions, como o Verseno, juntada ao LCR ou ao precipitado.

Todos os processos de concentracdo sdo passiveis de discussfo. Na didlise con-
tra substancia macromolecular, quantidades minimas desta ultima podem passar para
o int(jrior‘ do saco onde se acha o LCR, misturando-se com éle; durante a eletro-
forese 0 composto macromolecular pode ser arrastado até onde se acham as ultimas
fracdes globulinicas, o que prejudica a avaliacdo dos resultados. No processo de
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precipitacdo por acetona, quando ndo é mantida temperatura baixa, pode ocorrer
desnaturacdo das proteinas, do que resulta mancha espéssa no ponto do papel onde
foi distribuido o material. Quanto aos processos de ultrafiltracio, embora sejam
menores o0s riscos de contaminacdo e de desnaturacdo, a necessidade de aparelha-
gem especial dificulta seu emprégo. O alto custo da aparelhagem para a liofilizacdo
impede, também, a maior utilizacdo déste método em lahoratérios clinicos.

Entretanto, todos os métodos descritos para a concentracao do material
ddo resultados comparaveis, quando criteriosamente utilizados. Os resultados
com o LCR podem ser controlados pela analise de amostra de séro sangiii-
neo préviamente diluido e, depois, reconcentrado; comparam-se, assim, os re-
sultados eletroforéticos obtidos para a amostra inicial e para a parte diluida
e reconcentrada. Os resultados da concentracdo tamhém podem ser verifica-
dos pela utilizacdo de reacdes coloidais em duas porgoes de um mesmo LCR,
uma das quais foi concentrada e, depois, rediluida.

Nas fases seguintes a técnica da eletroforese das proteinas do LCR se

S

superpde a utilizada para o séro sangiiineo, cujas etapas ji foram referidas.

COMPONENTES PROTEICOS E CARACTERISTICOS DO PERFIL ELETROFORETICO
DO LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO

Hesselvik 32, em 1939, estudando eletroforéticamente a composicdo das
proteinas de alguns ligiiidos bioldgicos incluiu os resultados encontrados em
duas amostras de LCR de pacientes portadores de neurolues, nas quais de-
monstrou a presenca de albumina e y-globulina. Em 1942, Kabat, Landow
e Moore 38 descreveram o perfil eletroforético das proteinas do LCR, consi-
derando-o como semelhante ao do séro sangiiineo, isto é, contendo as mes-
mas fragbes protéicas que ésse ultimo, embora fizessem restri¢bes quanto a
presenca constante de o-globulina; entretanto, em publicacido ulterior 3°, éstes
autores mostraram que sdo idénticas as mobilidades das fracdes protéicas
do LCR e do s6ro sangilineo e registraram a presenca, no LCR, de um com-
ponente cuja migracdo era mais rapida que a albumina. Scheid e Scheid 4,
em 1944, identificaram as mesmas fracoes. A esta fase inicial de estudos
em que foi empregada a eletroforese livre, também se prendem as publica-
¢ds de Booij11.12,13 que, introduzindo artefatos na célula de migracdo, pro-
curava contornar o problema do grande volume de LCR que era necessario
para essas pesquisas (100 a 200 ml).

A presenca, no LCR, das mesmas fragbes protéicas existentes no séro
sangiiineo também foi demonstrada em 1950 por Ewerbeck 22, utilizando o
método microeletroforético, processo que também foi usado por Labhart,
Schweizer e Staub (1951)44, que confirmaram ésses achados. A partir de
1951, a eletroforese em papel tem sido aplicada ao estudo das proteinas do
ligliido cefalorraquidiano. Wallenius 72 considera &ste método como de es-
colha para o estudo do LCR, pois o volume (5 a 10 ml) que contém a quan-
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tidade de proteinas (0,5 mg) suficiente para a analise é facilmente obtido
na pratica.

Em relacdo ao soro sangiiineo, o perfil eletroforético do LCR se caracte-
riza, segundo Bauer &, pela presenca de uma fragcdo de migracdo mais rdpida
que a albumina (pré-albumina), pela diferenciagdo menos nitida das g-glo-
bulinas, pela presenga dua fragdo + e pela menor delimitagcdo entre cada
uma das fragbes. Quanto maior foér a proteinorraquia total, menores serao
as quantidades relativas da fracdo pré-albumina e da fracado r*.

Como no sdro sangiiineo, a albumina do LCR constitui a maior fracao,
representando praticamente a metade da taxa total das proteinas; entretan-
to, o teor relativo das fragdes globulinicas é diferente. No sbéro sangiiineo
os teores globulinicos de q,, até y aumentam progressivamente; no LCR ha
predominio da fracéo B predomindncia esta que serviu de argumento para
caracteriza-la como fracido formada a partir do préprio parénquima nervoso
(cerebrogener Anteil, de Esser 2V).

Na interpretacdo do perfil eletroforético do LCR toma-se, como base, a
propor¢do da globulina f; seu aumento é relacionado, de modo geral, a pro-
cessos degenerativos do parénquima nervoso e sua diminuicdo relativa tem
sido considerada como indicadora do franqueamento da barreira hemoliqué-
rica a4 passagem de outras fragdes (especialmente albumina)+¢s. Schonen-
berg ¢+ discute a origem cercbrégena da pg-globulina, preferindo relacionar

sua formacédo as células das leptomeninges.

As funcbes carreadoras das globulinas, bem estabelecidas em relacdo ao
sOro sangilineo 4, ndo estdo ainda completamente esclarecidas em relacdo ao
LCR; a distribui¢do das glicoproteinas pelas diferentes fracdes globulinicas
do LCR tem-se mostrado semelhante 4 do sdro sangiiineo . %, mas ha dife-
rengas com relacao as lipoproteinas, pois, além da propor¢dao ser menor >, a
distribuicdo é diversa; devem ser salientadas, por outro lado, a auséncia de
B-lipoproteina no LCR normal 5. 7. 9 e sua presenc¢a, em material patolégico 7. 19,
assim como variacbes no tipo das q-lipoproteinas3 e a presenca de compo-
nente albuminico €3,

A pré-albumina é uma fracdo que migra mais rapidamente que a albu-
mina. Fisk e col.25, estudando esta fracdo, mantiveram a denom:.nacdo de
fracdo X, introduzida por Kabat e col.38, e verificaram ser de 9% seu teor
médio e que sua mobilidade eletroforética é 1,3 vézes superior & da albu-
mina. Uma segunda fracdo pré-albuminica, migrando ainda mais rapida-
mente — denominada X, — foi verificada em alguns casos. Para Hoch e
Chanutin 33, a velocidade de migracdo da fracio X estd na dependéncia da
concentracao relativa da albumina, sendo em média 20% superior a desta
ultima; a velocidade de migragéo de X, é de 8 a 14% superior & da fracdo X.
Todas essas verificagdes foram obtidas pela eletroforese livre. Pela eletro-
forese em papel, Biicher, Matzelt e Pette 15 foram os primeiros a registrar
a presenga da fragdo pré-albuminica, designando-a como frag¢do V. Desde
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entdo ela vem sendo referida pela maioria dos autores, sendo utilizadas in-
diferentemente as designacdes de fracdo X, fracdo V, ou simplesmente pré-
albumina; alguns pesquisadores separam duas fracdées de migracdo mais ra-
pida que a albumina 0.

O teor da fracdo pré-albumina em triptofano e em tirosina é diferente
do da albumina!; por outro lado ela contém glico e lipoproteinass 7. As
cpinides divergem quanto a correspondéncia desta frac¢do encontrada no LCR
com fracoes de migracdo mais rapida que a albumina ! encontradas esporadi-
camente no sO6ro sangiiineo '+ 4%; também ¢ discutida sua relagdo com ele-
mentos semelhantes encontrados em outros liquiidos organicos, como seja,
por exemplo, o ligliido sinovial®!. A presenca desta frag¢ido pré-albuminica
tem sido usada como argumento para os que sustentam a teoria da origem
local de proteinas do LCR !". O aumento da pré-albumina pode transpare-
cer pelo aumento da proteinorraquia total, mas néao influi no comportamentc
das reacoes coloidais.

Um apice entre as globulinas Be ¥ designado pela letra r representan-
do 3 a 89¢ da area total do perfil eletroforético foi primeiramente assinalado
na EFP do LCR por Biicher, Matzelt e Pette!®. A individualidade desta
fracdo constitui um dos pontos mais controvertidos da eletroforese das pro-
teinas do LCR, pois cla é dificilmente separavel das duas outras fracdes ad-
jacentes; enquanto que alguns a referem como fracdo individualizada, outros
a consideram como subfracdo, ora da globulina B ([82), ora da globulina Y
(y,); para uns poucos pesquisadores ela representaria o fibrinogénio. Em
1957, sua existéncia como fracdo independente é ainda considerada problema
aberto .

Uma outra fracao — fracao ¢ (fibrinogénio) — tem sido, alias rara-
mente, encontrada pela eletroforese livre 8; pela eletroforese em papel, a
presenca de mancha no local da distribuicio do material na tira de papel
tem sido atribuida a essa fracao .

Ha diferencas no teor relativo de cada fracdo protéica conforme o local
em que for colhido o LCR. Trabalhando com casos normais, Steger ¢® cha-
mou a atencdo para a maijor concentracfio relativa da pré-albumina no LCR
colhido por via ventricular que no obtido por puncdo lombar (em um dos
casos 10 vézes maior: no LCR ventricular 22,29 e no lombar 2,1%), ocupan-
do posicdo intermediaria a concentracdo desta fracdo no LCR extraido por
via cisternal. Em 200 casos cuja proteincrraquia nao era superior a 50 mg
por 100 ml, Bauer 1° encontrou, para a concentracio média da pré-albumina
os valores de 15,49 para o LCR ventricular, de 4,59 para o cisternal e de
2,99 para o lombar. Kitamura e col.4! salientam o achado de taxa maior
de y-globulina e de albumina no LCR lombar. Schmidt ¢ Matiar ¢3 encon-
traram aumento da percentagem relativa das globulinas do grupo médio (g,
3 e r) em sentido cranial (do LCR lombar para o cisternal).
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VALOR DA ELETROFORESE PARA COMPLEMENTACAO DOS DADOS
FORNECIDOS POR OUTROS METODOS DE ESTUDO DAS PROTEINAS
DO LIQUIDO CEFALORRAGUIDIANO

O cstudo eletroforético fornece dades que tornam possivel levar o estudo
qualitativo das proteinas do LCR além do que tinha sido conseguido pelos
métodos anteriormente empregados.

Os resultados obtidos com o método eletroforético sao diferentes da-
queles encontrados, por exemplo, pelo método de precipitacido fracionada de
Kafka (sulfato de amoénio em semi-saturacdo), segundo o qual a relacdao al-
bumina/globulina (A/G) no LCR normal é elevada, pois que, pela eletro-
forese, a relagdo A/G do LCR é equivalente a do séro sangiiineo. Isto se
da porque, nos métodos de precipitacdo fracionada, o teor de globulina nor-
malmente demonstrado no LCR € pequeno e, em consequéncia, a relacao
A/G tem valores elevados. Wallenius 72 salientou os resultados de Car!
Lange #5, mostrando que, na precipitacdo fracionada pelo sulfato de aménio.
quanto mais baixa fér a concentracdo protéica total (como ocorre no LCR
normal), menor serd, proporcionalmente, a quantidade das globulinas preci-
pitadas, pois parte delas ndo se precipita, sendo incorporada & albumina.
Steger %8 relaciona os pequenos valores obtidos com o método de Kafka com
o fato de haver apenas precipitacdo da fracio «/-globulina. A conclusao se-
melhante chegou Floden 26 comparando os resultados obtidos pela eletrofo-
rese em papel com os fornecidos pelo método de Izikowitz, considerado como
o mais acurado dos processos aplicaveis ao LCR para precipitacdo fracio-
nada das proteinas 2?. Por outro lado, Tiselius$® ja mostrara que tanto a
euglobulina como a pseudo-globulina do séro sangilineo, precipitadas pelo
sulfato de aménio, contém os trés componentes globulinicos separados pela
eletroforese (@, B, v).

A eletroforese permite demonstrar que, mesmo quando a relacdo A/G
se mostre dentro de limites normais, podem estar presentes alteragbes no
teor de uma ou mais fragoes globulinicas.

ELETROFORESE DAS PROTEINAS DO LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO
E REACOES COLOIDAIS

O comportamento das reagdes coloidais — introduzidas e praticadas de
modo empirico, mas de grande valor pratico — ja fol estudado frente a
cada fracdo protéica separada pela eletroforese. Assim, sabe-se que a flo-
culag¢do coloidal resulta da interrelacdo entre a capacidade floculante e a
acdo inibidora das diversas fracdes; nao ha, por isso, relacdo direta entre
o perfil eletroforético e a curva coloidal obtidos em determinado caso?!".
Kabat e col.38 verificaram, para a reacdo do ouro coloidal, a capacidade
floculante da «/-globulina e a acho inibidora da albumina. Sheid e Scheid &3, 62,
frente 4 reacdo coloidal do mastique, estudaram o3 mesmos fendémenos,
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mostrando que a albumina inibe a capacidade floculante das globulinas g3 e
y e que a floculacio determinada por esta sofre efeito inibidor por parte
da fracéo B a Y-globulina produz floculagdo nos tubos onde é menor a
diluicdo do material e a B-globulina naqueles onde a diluicdo é mais alta.
Vymazal e Hovorkova 7! verificaram que, para a reacdo do ouro coloidal,
tanto a albumina como a globulina ¢, ndo produzem floculacdo e podem
inibir a atividade das demais frac¢bes; a curva coloidal produzida pela y-glo-
bulina predomina na zona esquerda, a de ,B-globulina na zona média e a de
globulina o, na zona direita. Floculacdo mais intensa nesta ultima zona
se observa com associacdo das globulinas o, e B; associadas & -globulina,
elas inibem a precipitacdo provocada por esta Ultima até atingirem certa
concentracido, a partir da qual passam a agir em sentido contrario. Press 35
tomando como ponto de partida os estudos de McLagan e Bunn, estudou o
comportamento das frag¢des protéicas do LCR e sdro sangiiineo frente a
reacdo do ouro coloidal. A floculagdo produzida pela Y-globulina é inibida
tanto pela albumina, como pelas globulinas o e B. As q-globulinas do LCR
e do sOro diferem quanto a esta propriedade porque a do sbéro tem capaci-
dade de protecdo menor, devido a presenca de componente de sedimentagio
mais rapido, ausente na do LCR. O poder inibidor da albumina é 10 vézes
menor que o da ﬁ-globulina. Um componente de sedimentacdo mais lenta
faz parte das globulinas g8 e v principalmente desta ultima, o qual protege
o coloide contra a floculagdo. Este componente (S) da Y-globulina explica-
ria a diferenga entre o comportamento da y-globulina do LCR normal e do
sbro, pois a primeira produz menor floculacdo que a Ultima; em LCR cujas
reacbes coloidais mostraram floculacao a esquerda ha diminuicdo désse com-
ponente S; as interrelagdes entre a quantidade déste componente e o total
de y-globulina s&o discutidas para explicar curvas diversas obtidas para con-
centracdes semelhantes de y-globulina.

Compreende-se, assim, como é dificil pressupor a quantidade relativa
de cada fracdo, pela simples analise da curva coloidal, ou, ao contrario, co-
nhecendo o teor relativo de cada fracéo, calcular qual seria a curva coloidal
correspondente.

Terminando éste apanhado geral, diremos que, como aconteceu em re-
lacdo as proteinas do sdro sangilineo, a aplicagdo da eletroforese em papel
de filtro no estudo das proteinas do LCR é igualmente promissora. Os
dados até agora consignados na literatura permitem considerar éste método
como precioso para evidenciar alteracGes anteriormente ignoradas da compo-
sicdo protéica do LCR podendo fundamentar melhor as bases para o diagnds-
tico diferencial e, talvez, esclarecendo os mecanismos patogénicos de algu-
mas afeccoes. Pode-se pressupor que, em certos casos, o estudo eletroforé-
tico seriado permitira avaliar a marcha evolutiva ou regressiva de alguns
processos patolégicos. Além disso, éste recurso laboratorial abre novos ru-
mos no conhecimento das interrelacGes fisico-quimicas entre o liqliido cefa-
lorraquidiano e o sangue.
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RESUMO

Os caracteres gerais do método eletroforético sdo apresentados de modo
sumario, especialmente aquéles referentes a eletroforese em papel, no sen-
tido de familiarizar o neurologista quanto aos seus aspectos principais e sua
utilizacdo no estudo das fracdes protéicas do ligiiido cefalorraquidiano cujos
aspectos particulares sdo discutidos.

SUMMARY

Electrophoresis of cerebrospinal fluid proteins. General considerations
on paper electrophoresis

The main aspects of electrophoresis are summarised, specially those

concerning paper electrophoresis, as a practical guide for neurologists, in its
appliance to the study of cerebrospinal fluid protein fractions.
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