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RESUMEN

Antecedentes y objetivo: El fraccionamiento de las proteinas del LCR constituye una herramienta basica para el diagndstico y
seguimiento de algunas enfermedades neuroldgicas, para lo cual es imprescindible tener informacion acerca de los patrones
normales. El objetivo del presente trabajo es presentar los resultados obtenidos en nuestro laboratorio para el LCR normal de
nifios y adultos. Métodos: Se emple6 la electroforesis de disco en gel de poliacrilamida al 7.5% para el fraccionamiento de las
proteinas del sueroy LCR en 109 nifios y 55 adultos de ambos sexos. Los geles fueron tefiidos con azul brillante de Coomassie
para la obtencion del patrén electroforético de las proteinas y con reactivo NADI para el revelado paralelo de las bandas de
haptoglobinas en el suero. Resultados y Conclusiones: Las concentraciones de proteinas del LCR y la fraccion gama, fueron
significativamente més bajas y la fraccion prealbimina més elevada en los nifios en comparacion con la de los adultos. La
presencia de bandas de haptoglobinas en el LCR no fue indicativa de alteracion de la permeabilidad de la barrera sangre-LCR, ya
gue se encontraron en 65.7% de los nifios y en 79.6% de los adultos. La técnica empleada permitié obtener informacion rapida,
sencillay precisa, de utilidad como apoyo en el diagndstico y seguimiento de algunas enfermedades del sistema nervioso y los
resultados nos han servido de base para la interpretacion en el laboratorio de los patrones patoldgicos.

Palabras claves: electroforesis en gel de poliacrilamida, liquido cefalorraquideo, haptoglobinas, liquido cefalorraquideo normal.

Electrophoresis of proteins in the normal cephalorhachidian liquid of children and adults

ABSTRACT

Introduction and objective: Cerebrospinal (CSF) protein fractioning is a basic tool for the diagnosis and follow-up of some
neurological diseases, thus information on the normal electrophoretic patterns is essential. The objective of this work is to
present the results obtained in our laboratory for normal CSF from children and adults. Methods: 7.5% polycrylamide gel
electrophoresis was employed for serum and CSF protein fractioning in 109 children and 55 adults of both genders. Gels were
stained with Coomassie Brilliant Blue to obtain the general protein pattern and with NADI reagent to reveal serum haptoglobin
bands. Results and conclusions: The CSF protein concentration and the gamma fraction were lower, and the prealbumin-1
fraction was higher in children than in adults. The presence of haptoglobin bands in the CSF was not indicative of increased
permeability of the blood-CSF barrier, as they were encountered in 65.7% of children and in 79.6% of adults. The technique
employed allowed the acquirement of rapid and precise information, which is very useful for the diagnostic support and follow-
up of some diseases of the nervous system and has been the basis for the interpretation of pathological electrophoretic patterns
in our laboratory.
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INTRODUCCION

El analisis del LCR constituye una herramienta basica
para el diagndstico y seguimiento de algunas enfermeda-
des neurologicas. El fraccionamiento de las proteinas del
LCR por diferentes métodos ha tenido una gran impor-
tancia a lo largo de las ultimas décadas y aun en la actua-
lidad, cuando algunos plantean que las técnicas
imagenoldgicas de avanzada han desplazado el estudio de
rutina del LCR.!

La mayoria de las proteinas del LCR proceden del plas-
ma, aunque una pequefia proporcion esta constituida por

proteinas especificas del sistema nervioso o sintetizado den-
tro del neuroeje.>® El paso de las proteinas al LCR esta
limitado de una forma importante por la presencia de la
barrera sangre-LCR (BS-LCR) que restringe el paso de
las macromoléculas, fundamentalmente en funcion de su
peso y radio molecular.** Existe una intima relacion del
LCR con el espacio extracelular del cerebro y la médula,
por lo que la composicion del LCR refleja la actividad nor-
mal y la patologica del sistema nervioso central.® El analisis
del LCR ha ido desde la determinacion del contenido total
de proteinas, hasta el fraccionamiento de las mismas por
técnicas electroforéticas, inmunoelectroforéticas y
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focalizacion isoeléctrica, pasando por los patrones de datos
integrados basados en la cuantificacion de albiimina e
inmunoglobulinas y de proteinas derivadas del sistema ner-
vioso."”? A pesar de que la focalizacion isoeléctrica da re-
sultados mas sensibles para la deteccion de bandas
oligoclonales,' la electroforesis de las proteinas del LCR
constituye una primera aproximacion y puede estar al al-
cance de todos los neur6logos en los servicios de rutina de
cualquier hospital, brindando ademas informacién impor-
tante acerca del estado funcional de la barrera sangre-LCR,
asi como la posibilidad de valorar diferentes patrones en
funcion de las caracteristicas del fraccionamiento proteico.
Los medios de soporte mas utilizados en la practica han
sido los geles de agarosa y de poliacrilamida. La
electroforesis en gel de poliacrilamida ha sido aplicada al
LCR por diversos investigadores’”'"'? y ha demostrado te-
ner ventajas significativas por su simplicidad,
reproducibilidad y alta resolucion, asi como por no requerir
de la concentracion del LCR.%"

Es necesario caracterizar los patrones electroforéticos
normales del LCR para estar en condiciones de detectar
resultados alterados en las distintas enfermedades
neuroldgicas. El objetivo de este trabajo es presentar los
resultados de nuestro laboratorio en el LCR normal en
nifios y adultos, empleando la electroforesis de disco en gel
de poliacrilamida.

MATERIALES Y METODOS
Seleccion de sujetos para la obtencion del LCR normal
El estudio se realizdé en dos grupos:

1. 109 pacientes entre dos meses hasta 15 afos de edad
(48 ninas y 61 nifios) que acudieron al Instituto de
Neurologia y Neurocirugia por sospecha de meningo-
encefalitis, pero en quienes no se demostro afectacion
del sistema nervioso.

2. 55 enfermos (30 hombres y 25 mujeres) con edades
comprendidas entre 16 y 94 afios, sometidos a cirugia
ortopédica con anestesia espinal. Sin antecedentes de
enfermedades neuroldgicas, neoplasicas, infecciosas
0 psiquiétricas.

Obtenciéon de las muestras de LCR y suero:

1. Se obtuvieron 2 mL de LCR por puncién lumbar no
traumatica, descartandose aquellos turbios,
pigmentados o con presencia de hematies después de
centrifugados a 1,000 RPM durante 10 minutos, y cuan-
do el estudio citoquimico o microbiologico demostrd
alglin signo de alteracion.

2. Seextrajeron 2 mL de sangre por puncion venosa para
obtener suero, la cual fue centrifugada a 2,500 RPM
durante 10 minutos.

3. Las muestras de LCR y suero se conservaron a -20 °C
hasta su procesamiento.

PROCESAMIENTO

Se determiné la concentracion de proteinas totales
(PT) del LCR por el método de Lowry,'* con base en una
curva de calibracion con albiumina bovina Fraccion V (100
mg/dL) y los resultados se expresaron en mg/dL. El frac-
cionamiento de las proteinas del LCR se llevo a cabo por
electroforesis de disco en gel de poliacrilamida al 7.5%,
seglin la técnica descrita por Ornstein y Davies.'> EI LCR
se utilizo sin concentrar y el suero fue diluido 1:200 con
solucion salina fisiologica. Se aplicaron de 40-60 pg de
proteinas en cada gel y se corrieron paralelamente LCR
y suero de cada individuo. El suero se corri6 por duplica-
do para realizar la tincién con azul brillante de Coomassie
en uno y la tincién para la identificacion de los fenotipos
de haptoglobinas (Hp) en el otro.

La corrida electroforética se realizé en tubos de 70 x 7
mm, aplicando una corriente de 2.5 mAmp x tubo durante
90 minutos. En ambas camaras electroforéticas se utilizo
solucion tampon de corrida TRIS 5 mM/Glicina 0.38 M,
pH 8.3 y como marcador del frente de corrida se empled
azul de bromofenol. La tincion de las bandas proteicas se
realizo sumergiendo los geles hasta el dia siguiente en azul
brillante de Coomassie R-250 al 0.25%, disuelto en metanol
- acido acético-agua (5:1:5). La decoloracion de los geles
se llevo a cabo con una mezcla de metanol-acido acético-
agua (5:1:5) hasta la visualizacion total de las bandas. Se
realizé la lectura densitométrica de los geles de LCR en
un densitometro DESAGA y se calcularon los porcenta-
jes de las fracciones proteicas.

Para la identificacion de los fenotipos de Hp, el suero
fue mezclado antes de la corrida electroforética con
hemolizado de globulos lavados para formar el complejo
hemoglobina-haptoglobina y asi poder identificar el fenotipo
de Hp por su movilidad electroforética segtin la tincion de
NADI (o-naftol y p-fenilendiamina).'® Posteriormente las
bandas de Hp observadas fueron comparadas con las ban-
das obtenidas en los geles de LCR y suero tefiidos con
azul de Coomassie.

Analisis estadistico:

Para la confeccion de la base de datos y el analisis
estadistico se utilizo el paquete estadistico STATISTICA
6.1 para Windows. Se empleo el analisis de varianza de
una via para la comparacion multiple de medias, seguido
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de la prueba de Tukey pos hoc en el caso de que se
obtuviera significacion estadistica. Para la comparacion
de dos medias se utilizo la prueba t de Student. Se calculo
el coeficiente de correlacion de Pearson para establecer
la correlacion entre la concentracion de proteinas totales
y el porcentaje de prealbumina-1 en el LCR. En todos los
casos se trabajo con un nivel de significacion de p <0.05.

RESULTADOS

En la figura 1 A se muestran las corridas electroforéticas
de suero y LCR de un sujeto normal. Se observaron ocho
zonas en el LCR, distribuidas del anodo hacia el catodo en
el siguiente orden: pre-albumina 1 (Palbl) o transtirretina,
pre-albumina 2 (Palb-2) u orosomucoide, albumina, o.-1, o-
2, B-1, B-2 (tau) y y. Al comparar los patrones
electroforéticos de LCR y suero destaca que la Palbl y la
-2 (tau) no estaban presentes en este tltimo, caracteristi-
ca que lo diferencia del LCR, aunque en algunos pacientes
se puede observar una bandita muy tenue de Palb-1 en el
suero, la cual tiene una movilidad menos anédica que en
LCR; la fraccion Palb-2 no se observo en todos los LCR.

En los geles de suero que se tifieron para la identifica-
cion de los fenotipos de Hp se pudieron identificar los tres
fenotipos: Hp 1-1, Hp 2-1 y Hp 2-2 (Figura 1B). Al com-
parar los geles de LCR y suero tefiidos con azul de
Coomassie con el gel tefiido para Hp, se pudo determinar
que en las corridas tefiidas con azul de Coomassie:

M1

|
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Hb
> -

N

PT = 36.4 mg/dL Hp11  Hp21 Hp2-2

Figura 1. A. Electroforesis del LCR en gel de poliacrilamida. Tincién
con Azul Brillante de Coomassie. Fracciones: 1. Prealbumina;
2. Albumina; 3. Alfa-1; 4. Alfa-2; 5. Beta-1; 6. Beta-2; 7. Gamma.
B. Electroforesis del suero en gel de poliacrilamida con tincion NADI
para revelar haptoglobinas. Las fleches sefialan las bandas de
haptoglobinas en los 3 fenotipos (Hp 1-1, Hp 2-1 y Hp 2-2). Hb:
hemoglobina.

1. El fenotipo Hp 1-1 se caracteriz6 por una sola banda,
con una movilidad electroforética entre 3-2 y y, mien-
tras que la zona y del LCR estaba tediida
homogéneamente y no se observaba ninguna banda
superpuesta.

2. El fenotipo de Hp 2-1 se caracterizé por presentar la
banda de movilidad intermedia entre $-2 y vy, con
banditas estrechas superpuestas sobre el fondo de la
zonay.

3. El fenotipo de Hp 2-2 se caracterizoé por presentar
solamente las banditas estrechas superpuestas sobre
el fondo de la zona y.

La concentracion de PT del LCR en nifios desde
los dos meses hasta los 15 afios de edad se presenta
en la tabla 1. Se observaron valores mas elevados de
las mismas en los dos niflos con dos meses de edad,
sin embargo, a partir de los tres meses las diferencias
entre las medias de los grupos no resultaron significa-
tivas.

Tabla 1
Proteinas totales del LCR normal en nifios segun la edad

Edad n Proteinas totales (mg/dL)
0-2 meses 2 72.1 £14.3
3-12 meses 21 31.4 £10.8
1-5 afios 39 278 + 6.3
6-10 afios 29 26.6 + 8.7
11-15 afos 16 328 + 84
Total 107 29.0 + 85*

Los resultados se expresan como M + DS. * Media sin incluir el grupo
entre 0-2 meses. ANOVA: F = 2.709, p = 0.049 (Tukey N/S).
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Figura 2. Concentracion de proteinas en el LCR normal de adultos
segun edad. Mann-Whitney: Z = -1.053, p = 0.29.
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En la tabla 2 se pueden observar las concentraciones
de PT del LCR normal en los adultos distribuidos por gru-
pos de edad. Aunque no se encontraron diferencias signi-
ficativas entre los diferentes grupos, ni al comparar los
adultos hasta 65 afios con los de mas de 65 anos, si se
observaron valores individuales incrementados en algu-
nos pacientes del segundo grupo.

En la tabla 3 se presentan las concentraciones de PT
del LCR y los porcentajes de las fracciones proteicas del
mismo obtenidas por electroforesis en gel de poliacrilamida
en nifios y adultos. Se detecté una concentracion media
de PT significativamente mas elevada en adultos con res-
pecto a los nifios (p < 0.01). La comparacién de los por-
centajes de las fracciones proteicas del LCR no mostro6
variaciones con la edad en la muestra de nifios ni en la de
adultos. Sin embargo, al comparar nifios con adultos (Ta-
bla 3), se observo un valor medio mas bajo de p-albl (p <
0.001) y mas alto de la fraccion y (p<0.01) en el grupo de
adultos.

El célculo del coeficiente de correlacion de Pearson
mostrd una correlacion inversa (r = - 0.368, p = 0.0002)
entre la concentracion de PT y el porcentaje de p-albl en
nifos, no asi en adultos.

Tanto en nifios como en adultos se observaron bandas
estrechas de haptoglobinas correspondientes a los

Tabla 2
Proteinas totales del LCR normal en adultos segun la edad

Edad (afios) n PT

16-19 4 30.0 £10.8
20-29 8 33.0+ 5.6
30-39 13 333+ 5.6
40-49 12 40.1 £11.2
50-59 5 417+ 7.6
60-69 6 325+ 95
>70 7 377+ 4.2
Total 55 35.8+ 8.8

Los resultados se expresan como m + DS

Tabla 3
Concentracion de proteinas y fracciones electroforéticas en
gel de poliacrilamida del LCR normal en nifios y adultos

Nifios Adultos
PT (mg/dL) 26.2 +8.0 35.8 £ 8.8 **
p-albl (%) 10.1 2.4 6.6 = 1.5 %
p-alb2 (%) 1.8 £1.0 1.3+ 06
Alb (%) 33.6 £3.3 31.1 + 4.2
al (%) 6.6 +1.6 75+ 1.2
a2 (%) 7.3 £1.3 8.0+ 14
bl (%) 15.2 +1.7 15.6 + 1.2
b 2 (%) 8.2 +1.4 9.2 £ 1.7
v (%) 17.8 £2.5 20.9 £ 1.9 *

Los resultados se expresan en M + DS. t de Student: ** p < 0.01; ** p < 0.001

fenotipos 2-1 0 2-2 en la fraccion g del LCR (65.7y 79.6%
de los casos, respectivamente), confirmado por la tincion
paralela de los geles para la deteccion de Hp.

DISCUSION

Actualmente se discute mucho acerca de la utilidad
del estudio de las proteinas del LCR para el diagnostico
de las afecciones del SNC, debido a la disponibilidad de
métodos imagenoldgicos muy sensibles y no invasivos que
brindan mucha informacion acerca del funcionamiento del
SNC sin la necesidad de someter al paciente a una pun-
cion lumbar.

¢Han desplazado los métodos imagenolégicos
al analisis convencional del LCR?

Los avances en el estudio del LCR durante la ultima
década demuestran un conocimiento mucho mas amplio
acerca de la funcion de la BS-LCR, asi como de la
neuroinmunologia, que no puede ser sustituido por la in-
formacion que brindan otros métodos complementarios.
El andlisis proteico del LCR tiene un papel importante
para excluir o confirmar algunas condiciones neurologicas,
asi como para el seguimiento clinico de los pacientes."’
Recientemente un panel internacional de expertos se pro-
nuncid acerca de las pruebas necesarias para la evalua-
cion estdndar del LCR para el diagnoéstico de la esclerosis
multiple.'®

Hay muchas técnicas diferentes para evaluar el LCR
y no existe un estandar constante entre los laboratorios
para el procesamiento e informacién de los resultados.
La electroforesis en gel de acrilamida tiene la ventaja de
no necesitar concentracion del LCR, como ocurre cuan-
do se utiliza gel de agarosa o el acetato de celulosa como
soporte, pero tiene el inconveniente de que las
haptoglobinas corren en la zona gama lo cual introduce
artefacto al evaluar la zona de las inmunoglobulinas. Es
por eso que para ayudar en la interpretacion del patrén
electroforético, se corrieron paralelamente geles, los cua-
les fueron tefiidos para revelar haptoglobinas.

La concentracion media de PT en los nifios entre tres
meses y 15 aflos no vario en los diferentes grupos de edad,
pero fue mas baja que en los adultos, mientras que los dos
nifios menores de tres meses tuvieron valores mas eleva-
dos de PT. Resultados similares han sido reportados por
otros autores."

Se han reportado concentraciones muy altas de pro-
teinas en el LCR del cerebro en desarrollo y neonatal, lo
cual inicialmente se interpret6 como consecuencia de una
BHE inmadura. Existen evidencias de que el mecanismo
pasivo de permeabilidad de la BHE (las uniones estre-
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chas) que excluyen las macromoléculas del cerebro adul-
to esta presente desde las etapas mas tempranas del de-
sarrollo cerebral, tanto a nivel de las células epiteliales del
plexo coroideo, como a nivel de las células endoteliales de
los capilares cerebrales. Sin embargo, se ha demostrado
que existe un mecanismo en las células epiteliales del plexo
coroideo —pero no en las células endoteliales del cere-
bro— que permite la transferencia de proteinas del plasma
al LCR.% Esto aparentemente se logra por un mayor nii-
mero de células transportadoras de proteinas a través de
un mecanismo selectivo.”' La efectividad de este meca-
nismo declina rapidamente segun progresa el desarrollo
del cerebro. Se observaron valores individuales elevados
en sujetos mayores de 65 afios, también reportado por
Tibbling y col.” Esta situacion debe tenerse presente al
interpretar el estudio del LCR en ancianos.

Como ha sido descrito con anterioridad, se detectaron
en el LCR fracciones mucho mas intensas de pre-albuminal
o transtirretina que en el suero.”'? El porcentaje de
prealbumina-1 fue bastante mas elevado en el LCR de los
nifios que en el de los adultos coincidiendo esto con con-
centraciones mas bajas de proteinas en el nifio. Los valores
elevados de pre-albuminal (con niveles bajos de proteinas)
en los adultos se asocian con un patrén electroforético
degenerativo, pero en los nifios se considera normal.” El
incremento de esta fraccion en el LCR se ha relacionado
con defectos en la circulacion y absorcion del mismo, ya
que se sintetiza a nivel de los plexos coroideos de los
ventriculos y su concentracion va disminuyendo segun avan-
za el LCR por el neuroeje.*** La correlacion inversa entre
PT y prealbumina-1 que encontramos en los nifios es ex-
presion de este mecanismo, pues el gradiente de concen-
tracion de proteinas aumenta de los ventriculos al LCR lum-
bar, lo cual coincide con una disminucion de la concentracion
de prealbuminal en ese mismo sentido y es precisamente
en los nifios donde observamos un rango mas amplio de
concentraciones de prealbuminal.

La fraccion Tau (T) o B2 es caracteristica del LCR (7]
y nuestros resultados coinciden con lo reportado por otros
autores. Esta fraccion se distingue muy bien en la corrida
electroforética del LCR, no asi en el suero. Se ha plan-
teado que el incremento de la fraccion tau en el LCR
puede ser un indicador de dafio de la sustancia gris.*

La aparicion de los fenotipos de Hp 2-1 o 2-2 en el
LCR ha sido considerada por algunos investigadores como
indicativa de disfuncion de la BHE.” Takeoka y col.” plan-
tearon que so6lo la Hp 1-1 fue detectada en el LCR de
sujetos normales. En el presente trabajo demostramos la
presencia de bandas de Hp 2-1 y 2-2 en un porcentaje
elevado de muestras de LCR normal tanto en adultos como
en nifios (confirmado por la tincidon especifica para
haptoglobinas realizada en paralelo). El hecho de que otros

autores no las hayan detectado probablemente esta rela-
cionado con la sensibilidad del colorante utilizado para la
tincion de las proteinas, pues es conocido que el Amido
Negro tiene menor resolucion para tefiir las proteinas que
el Coomassie. Chamoun y col.?” encontraron Hp en suje-
tos normales sin ningun trastorno de la permeabilidad de
la BHE, sin embargo, plantearon con reservas que las Hp
son marcadores de la funcion de la BHE, aunque menos
sensibles que las PT. Evans y Quick'! también reportaron
presencia de Hp en el LCR de sus controles. Nuestros
resultados indican que el hallazgo de Hp en el LCR no es
indicativo de alteracion de la permeabilidad de la BS-LCR.

En la actualidad la utilidad del estudio del LCR y la
necesidad de brindar opciones al alcance de cualquier la-
boratorio son indiscutibles. La electroforesis en gel de
poliacrilamida permite obtener informacion rapida, senci-
lla y precisa, valiosa como apoyo en el diagnostico y se-
guimiento de algunas enfermedades del sistema nervioso.
El presente trabajo nos ha permitido obtener los patrones
electroforéticos del LCR normal y nos ha servido de base
para poder interpretar en nuestro laboratorio los patrones
patologicos propuestos para el LCR."!
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