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PROTEINAS DO LIQUIDO CEFALORRAQUEANO

I. ESTUDO COMPARATIVO ENTRE METODOS DE CONCENTRACAO

LUCIA M. SINGER VERMES

Doengas do sistema nervoso central sdo freqiientemente acompanhadas de
variacGes nos perfis eletroforéticos das proteinas do liquido cefalorraqueano
(LCR), e o conhecimento destas variagbes tém muitas vezes valor diagndstico.
No entanto, sendo o LCR fluido com baixo teor protéico, hd necessidade de
concentra-lo previamente para que o contetido protéico seja suficiente alto para
ser corado de forma visivel apés separacdo eletroforética (assim como para se
fazer estudos imuno-eletroforéticos e quantificar varias proteinas especificas).
Os niveis de proteinas totais devem atingir 2 a 8 g/100 ml, os valores relativos
das varias fragdes devem ser semelhantes aqueles encontrados no fluido original
e ndo deve ocorrer desnaturacio das proteinas durante o processo de con-
centracao 8,13,

Sd0 numerosos os procedimentos indicados para a concentracio do LCR.
Muitas destas técnicas acham-se descritas na revisio feita por Lemmen e col. 13,
tais como a didlise (do material contido em sacos de celulose ou de celofane)
contra solu¢des macromoleculares de dextrana, goma-arabica, polivinilpirrolidona,
ultrafiltracdo sob pressdo, precipitacio com acetona, ultrafiltragdo sob véacuo
e liofilizacgao.

Mais recentemente foram descritos novos procedimentos ou modificagées dos
j& existentes, para concentracdo, mediante didlise contra solu¢bes macromole-
culares 25 ou contra polimeros secos 811,12, precipitagio de proteinas com ace-
tona 18, alcool 16 ou Aacido ténico 717 e pervaporacgdo 416, Sistemas de centrifu-
go-ultrafiltracdo também tém sido adotados?2i, assim como a concentracio por
meio de bastonetes de gel hidrofilico seco de poliacrilamida que, colocados dire-
tamente no recipiente que contém o fluido, absorvem substincias de peso mole-
cular menor que 20.000 daltons 1.3.

Resumo da tese de doutoramento “Liquido Cefalorraqueano Normal: métodos de
concentragfo, proteinograma e imuneglobulinas”, defendida no Departamento de Micro-
biologia e Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo.
* Professora Assistente do Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo.
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Visando encontrar o método mais satisfatério para concentracio de fluidos
bioldgicos diluidos, vérios pesquisadores efetuaram estudos comparativos entre
os diferentes procedimentos. Estes estudos geralmente tém seguido metodologia
que consiste em reconcentrar soros previamente diluidos (a 1:100 ou 1:200),
efetuar eletroforese de proteinas destes materiais concentrados e comparar as
composicoes relativas das fragOes protéicas aquelas obtidas por eletroforese do
soro original. As conclusdes a que chegaram os diferentes autores nido foram
concordantes, como se pode observar pelo resumo de alguns destes trabalhos,
na tabela 1.

Por isto, propusemo-nos comparar a precisdo e exatiddo de quatro procedi-
mentos de concentracdo de simples aplicacdo em laboratorios de rotina: ultra-
filtracdo sob pressdo positiva, absor¢do de substincias de baixo peso molecular
por gel hidrofilico seco de poliacrilamida, centrifugo-ultrafiltracdo e dialise con-
tra solucdo de goma-argbica.

Métodos de

Autores
(Ano)

Métodos comparados

escolha

McGarry & col,.l6
{1955)

Lemmen & col.l!%
(1957)

Kaplan & Johnstone®
(1966)

Windisch & Bracken?!
{1970)

Kleine & col, 9
(1972)

Pervaporagao. Ultrafiltragao
sob vacuo. Ultrafiltragao sab
pressao positiva Precipitagao
por alcool etilico.

Didiise contra solugdo de poli-
vinilpirrolidona . Precigitagao por
acetona. Ultrafiltragao sob pres
sao positiva. Liofilizagdo.

Ultrafiltragao sob vacuo. Perva
poragao. Dialise contra solugaode
poliv1n11p1rr011dona Dialise
contra polimercs secos.

Ultrafiltragdo scbvicuwo.Centrifu
go-ultrafiltragao.

Didlise contra solucac de polie
tilenoglicol. Centr fugo-ultra-
filtragdo. Liofilizagdo. Ultra-
filtragcao sob vacuo.

Precipita o por
alcool etilico

Dialise contra solu
g¢do de polivinilpir
rolidona.

Ultrafiltragdo sob
vacuo

Centrlfugo-ultrafxl
tragao

Liofilizagao ou
ultrafiltragao sob
vacuo

Tabela 1 - Estudos comparativos entre métodos de concentragao

MATERIAL E METODOS

Uma mistura de soros humanos (controle) com teor protéico de 7,1 g/100 ml,
determinado pelo método de biureto 6, foi submetida 20 vezes a separacdo eletroforética
Parte do controle foi diluido a 1:200 (em solugéo
que foram utilizadas nos estudos sobre

de proteinas, em diferentes dias.
fisiol6gica), congelado em aliquotas de 10 ml,
métodos de concentracio.

Os procedimentos de concentracdo estudados foram: didlise (do material contido
em sacos de celulose) contra solugdo a 50% de goma-aribica em tamp#o veronal-acetato:
centrifugo-ultrafiltracfio, efetuado em equipamento Centriflo (Amicon Corporation), con-
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forme descrito por Windisch & Bracken 21; ultrafiltraco sob pressdo positiva do mate-
rial contido em sacos de celulose; método de absorgdo de substidncias de baixo peso
molecular por bastonetes de gel hidrofflico seco de poliacrilamida (Lyphogel-Guelman),
segundo instrucGes do fabricante.

Em diferentes dias amostras do controle diluido (1:200) foram concentradas pelos
procedimentos acima relacionados e submetidas, em seguida, ao fracionamento eletrofo-
rético de proteinas. Os perfis eletroforéticos e as percentagens de cada fracdo protéica
obtidos nos materiais concentrados foram comparados aqueles obtidos por eletroforese
‘do controle.

As eletroforeses foram feitas sobre membranas de acetato de celulose em equipa-
mento Mikrophor-Boskamp, utilizando o medidor de extin¢cdo e integrador combinados
de fabricacfio Zeiss, modelo EI-3, segundo o método de Kohn 11, modificado por Vaz
e col. 19.

A precisdo dos resultados obtidos por eletroforese do controle e dos concentrados
por diferentes procedimentos foi avaliada, para cada fracfo protéica, pelo coeficiente
de variacdo de Pearson, expresso em percentagem. Para verificar a exatiddo dos méto-
dos de concentragfo, os valores percentuais obtidos para cada fracio protéica, do con-

trole e dos concentrados, foram transformados em arco-seno y/percentagem de Snedecor
€ submetidos & andlise de varidncia. Nos casos em que esta andlise demonstrou haver
diferencas estatisticamente significantes, foi aplicado o teste de Tukey para verificar
qual(is) procedimento(s) de concentragdo gerava(m) resultados que, em média, diferiam
do. controle e se os métodos de concentragdio forneciam valores médios diferentes entre
si. O nivel de rejeicdo estabelecido para estas andlises foi de 5%.

RESULTADOS

Os primeiros resultados revelaram que tanto o método de ultrafiltraciio sob pressdo
positiva, como aquele em que se utiliza gel hidrofilico seco de poliacrilamida, n&o sdo
recomend4veis por induzirem, com freqiiéncia, desnaturacio das proteinas. Este fend-
meno é observivel pela formacéo de rastros e acimulo de material no ponto de aplicacgéo
na fita de acetato de celulose. Por isto estes dois procedimentos foram excluidos das
andlises estatisticas para averiguagdo de reprodutibilidade e exatiddo dos métodos de
concentracéo.

As meédias e desvios-padrdo calculados para cada fracdo, eletroforeticamente sepa-
rada, do controle e dos concentrados por goma-aribica e por centrifugo-ultrafiltracso,
acham-se na tabela 2.

Os coeficientes de variagdo de Pearson (expressos em percentagem) calculados para
as fragdes protéicas do controle e dos concentrados pelos dois procedimentos submetidos
a tratamento estatistico, encontram-se na tabela 3. Pela andlise deste quadro obser-
va-se que a variagio é maior que aquela obtida na eletroforese dos experimentos controle,
nas fragdes pré-albumina e globulinas B dos concentrados por didlise contra goma-ars-
bica e nas fracdes pré-albumina, globulinas a, B ey dos concentrados por centrifugo-
~ultrafiltracfo.
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Fragao Controle Concentrado por Concentrado por
(N = 20) didlise contra sQ centrifugo-ultra
- lugao de goma-ara filtragao (N=20)
bica (N=20)

X D.P. X pD.P. X D.P.
—_-——__—__——__———-_——_—-—__———————_——'—_———__—__—_'——‘—__
Pré-albumina 0,7250 0,4435 0,7250 0,5494 0,7750 0,4992
Albumina 51,5500 2,5541 51,4250 1,7034 50,0750 2,1961

Globulinas:
aj 4,4000 0,6805 4,4500 0,6668 4,0750 0,6934
ay 11,5750 1,0294 11,2750 0,5954 12,4000 1,0711
B 7,7000 0,6766 77,0000 00,7608 7,4250 0,9634
Y 24,0500 1,7006 25,1250 1,3942 25,2500 1,8743

Tabela 2 - Medlas (X) e desvios-padr3o (D.P.) dos valores percentuais das fra-
¢Oes proteicas obtidas por eletroforese do soro controle e dos mate
riais_concentrados por didlise contra solugaoc de goma-ardbica e por
centrifugo-ultrafiltragao

A anilise de variincia demonstrou haver diferencas estatisticamente significantes,
entre os 3 grupos estudadcs, quanto aos niveis percentuais de globulinas ay gevy nio
ocorrendo tais diferencas quanto as outras fractes. Os resultados destas anslises esta-
tisticas acham-se na tabela 4, na qual pode-se verificar que o valor médio de globuli-
nas a, do material concentrado por centrifugo-ultrafiltracdo diferiu significativamente
daqueles obtidos por eletroforese do controle e do concentrado por didlise contra goma-
-ardbica. A taxa média de globulinas B foi significantemente mais baixa, em relacdo
ao controle, quando o material foi previamente concentrado por dislise contra goma-ari-
bica, ndo ocorrendo porém diferenca significante, quanto aos valores médios desta fracfio
protéica, quando foram comparados os dois procedimentos de concentracio. Tanto o
método de didlise contra goma-ardbica como o de centrifugo-ultrafiltracio forneceram
valores médios de globulinas Y mais elevados que aquele obtido por eletroforese do
controle, nédo havendo, porém, diferenga significante entre as médias obtidas, para
esta fracfio, apés concentracic do material pelos dois procedimentos estudados.

COMENTARIOS

Sendo dificil comparar diferentes métodos de concentragcdo utilizando fluidos
que, por natureza, contenham baixos niveis protéicos, foram avaliadas as taxas
percentuais médias das fracdes protéicas de uma mistura de soros (controle)
e a reprodutibilidade do método eletroforético utilizado, mediante calculos dos
coeficientes de variagdo de Pearson das respectivas fragbes protéicas. Esta



Coeficiente de variag3o de Pearson (em %) do:

- Concentrado por Concentrado por
Fragao Controle dialise contra centrifugo-ultra
solucdo de goma- filtragao -
arabica
Pré-albumina 61,17 75,78 64,41
Albumina 4,95 3,31 4,39
Globulinas:
ay 15,47 14,98 17,02
as 8,89 5,28 8,64
g 8,79 10,87 12,98
y 7,07 5,55 7,42

Tabela 3 - Coeficientes de variagdo de Pearson das fragdes proteicas obtidas
por eletroforese do controle e dos concentrados por didlise contra
solugdo de goma-ardbica e por centrifugo-ultrafiltragio

Teste de Tukey

Fragao vaéﬁiﬁicgrde Xc - T(G.A X~ X c.u, KG.A.-RC.U.
Pré-albumina 0,20 - - -
Albumina 2,82 - - -
Globulinas:

ay 1,78 - - -

ap 7,69* 0,30 -0,82* -1,12*%
B8 3,80* 0,70* 0,27 -0,43
Y 12,33 ~-1,08* -1,20% -0,12

Tabela 4 - valores F de Snedecor obtidos por andlise de varidncia, de cada fra
¢ao proteica, e diferengas entre as médias dos 3 grupos submetidos
ao teste de Tukey. Os valores estatisticamente significantes estao
assinalados com asterisco. Valores criticos: F de Snedecor = 3,15;
Q.Qu (para o teste de Tukey) = 0,63, 0,68 e 0,85, respectivamente
para os contrastes das globulinas a,, 8 e vy . Legenda: Xc, Xg.a»
Xc,y.: médias dos resultados obtidos por eletroforese do controie,
concentrado por didlise contra solugdao de goma-ardbica e por centri
fugo-ultrafiltrag3do, respectivamente.
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mesma mistura de soros foi diluida a 1:200 de forma a conter taxa de proteinas
totais dentro da faixa de normalidade do LCR20; amostras deste material
diluido foram entdo concentrados 100 a 200 vezes pelos 4 diferentes procedi-
mentos estudados e submetidos a eletroforese de proteinas.

A ultrafiltracdo sob pressdo positiva acarretou, com alta freqiiéncia, desna-
turacdo de proteinas verificivel por grande acumulo de material no ponto de
aplicacdo da eletroforese e pela formagdo de rastros. Estas alteracdes na
estrutura das proteinas, tanto poderiam ser devidas a lentiddo deste processo,
pois para concentrar 100 a 200 vezes, 10 ml do fluido diluido, so necessérias
cerca de 48 horas, como ao fato da pressdo ter sido efetuada mediante ar
comprimido, ao invés de nitrogénio que é mais inerte.

A concentracdo efetuada por absor¢do de substincias de peso molecular
menor que 20.000 daltons por gel hidrofilico seco de poliacrilamida, adicionado
diretamente ao material que se deseja concentrar, apesar de ser método pro-
missor pela sua simplicidade, revelou ser ineficiente por também causar, com
freqiiéncia, desnaturacdo de proteinas. Cumpre ressaltar no entanto, que alte-
racoes grosseiras no perfil eletroforético devido & desnaturacio de proteinas ndo
foram observadas quando o material era concentrado menos de 100 vezes.

Foram obtidos perfis eletroforéticos apresentando 6 fragdes protéicas nitida-
mente separadas, quando a eletroforese foi realizada nos concentrados por didlise
contra solucdo de goma-ardbica e por centrifugo-ultrafiltracio.

Os coeficientes de variacdo de Pearson calculados para albumina dos concen-
trados por didlise contra goma-arabica (3,319%) e por centrifugo-ultrafiltracio
(4,39%) sdo compardaveis ao coeficiente de variacio de Pearson calculado para
albumina de controle (4,95%). O mesmo ocorreu em relacdo as globulinas v:
o coeficiente de variacdo de Pearson do controle foi de 7,07% e dos concen-
trados por didlise contra solugdo de goma-arabica e por centrifugo-ultrafiltra-
c¢do foram de 5,55 e 7,42%, respectivamente. Assim, a reprodutibilidade de
ambos os métodos é satisfatoria, levando em consideracio as duas fracbes mais
importantes na pratica neurolégica: albumina e globulinas y. Quanto as outras
fracOes protéicas, foi verificado que principalmente a pré-albumina do material
concentrado por didlise contra solu¢do de goma-ardbica e as globulinas g8 do
concentrado por centrifugo-ultrafiltracio apresentaram reprodutibilidade inferior
a do controle.

As médias de albumina obtidas por eletroforese do controle (51,55%), dos
concentrados por didlise contra solu¢do de goma-ardbica (51,425%) e por cen-
trifugo-ultrafiltracdo (50,075%), ndo diferiram significantemente entre si. J4 as
médias calculadas para a fracdo globulinas y dos concentrados por didlise contra
solucdo de goma-arabica (25,125%) e por centrifugo-ultrafiltracio (25,250%),
embora ndo diferindo significantemente entre si, foram diferentes da média de
globulinas y calculada para o controle (24,050%), diferencas estas estatistica-
mente significantes. Assim, embora no que tange & albumina ambos os métodos
de concentracdo sejam exatos, nenhum deles pode ser considerado totalmente
satisfatorio quanto a exatiddo dos resultados de globulinas 7.
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Os estudos sobre exatiddo dos métodos no tocante & pré-albumina e globuli-
nas a,, ndo revelaram diferengas significantes entre as médias obtidas por eletro-
forese do controle e dos concentrados pelos dois procedimentos em questio. A
didlise contra solucdo de goma-arabica, no entanto, acarretou valor médio de
globulinas @B inferior aquele obtido por eletroforese do controle, embora nio
haja diferenca significante entre as médias destas globulinas quando sdo com-
parados os dois procedimentos de concentracdo. Foi ainda observada diferenca
significante entre os valores médios obtidos para globulinas «,, dos materiais
submetidos & didlise contra solucdo de goma-ardbica e & centrifugo-ultrafiltra-
¢do; este ultimo procedimento também acarretou valores médios significante-
mente mais elevados de globulinas a,, em relagdo ao controle

Em linhas gerais pode-se afirmar que, embora ndo dispondo de um método
de concentracdo que possa ser considerado ideal, tanto a centrifugo-ultrafiltra-~
¢do como a didlise contra solucdo de goma-ardbica sdo métodos de simples
execucdo e reprodutiveis, devendo-se no entanto ressaltar que a didlise contra
solucdo de goma-ardbica é procedimento bem menos oneroso que a centrifugo-
-ultrafiltracao.

RESUMO

No intuito de escolher entre métodos de concentragdo, apliciveis ao LCR,
aquele que, ndo provocando desnaturacdo de proteinas, seja o mais exato, pre-
ciso e de facil aplicacdo em laboratérios de rotina, foram estudados quatro
procedimentos: didlise contra solugdo de goma-arédbica, centrifugo-ultrafiltragio,
absor¢do de substdncias de baixo peso molecular por gel seco de poliacrilamida
e ultrafiltracdo sob pressdo positiva. Concluiu-se que a didlise contra solucdo
de goma-arédbica, por ser preciso, relativamente exato, simples e pouco oneroso,
é o mais satisfatorio dentre os métodos estudados.

SUMMARY

Cerebrospinal fluid proteins: 1. Comparison of protein concentration methods.

Four protein concentration methods, applicable to cerebrospinal fluid, were
compared in order to choose a procedure that not causing protein denaturation,
is accurate, precise and easy to perform in routine laboratories. The studied
methods were: dialysis against arabic-gum solution, centrifuge-ultrafiltration,
absorption of low molecular weight substances by dry polyacrylamide gel and
pressure ultrafiltration. Blood serum was diluted, then concentrated by these
procedures and analyzed by cellulose acetate electrophoresis; the undiluted serum
served as control.

It was observed that two methods: pressure ultrafiltration and absorption
of low molecular weight substances by polyacrylamide hydrogel, are not suitable
for concentrating diluted fluids because they frequently cause protein denaturation.

It was concluded that dialysis against arabic-gum is the most suitable, of
the methods studied, for application in routine laboratories taking in account
that this procedure is precise, relatively accurate, simple and of low cost.
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