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naturalmente, de la imposibilidad, de satisfacer
ansias infinitas, en esta existenoia humana, por
nuestra materialidad., Debemos pues circunscribir-
nos a lo inmediato, a lo proximo, es decir, " a
aquello que nos rodea inmediatamente ", como ci-
tébamos de Claudio Bernard al principio.

Dentro ya de la decisién de la realize~
oién de la Tesis, nos encontraebamos, ocon diver-
sas alternativas que nos tentaban. Realigacibém
de una tesis clinica, o puramente experimental,
-igualmente vdlidas ambas- , nos inolinamos por
la segunda, por una preferencia meramente sub-
jetiva, Mas atrde la eleoccilém de una temétios,
nos preooupaba y como nuestras actividades pro-
fesionales se desarrollan dentro de la Escuela
Profesional de Neurologia y Neuroocirugia de Se-
villa, era légico, que aborddremos un tems Neu-
rolégico. Algo dudamos sobre ocual seria éste, y
hemos de confesar que incluso tanteamos varios,
antes de llegar al definitivo. Elementos decisiw
vos de nuestra eleccién fuerom, por una parte
la obserbacién de nuestro laboratorio y de su
instrumental, dentro del anclaje social, del
que hablabamos antes. Por otra, la considera~
cifn de la riqueza de aportaciones de las teo~
nicas electroforéticas, como asi mismo de su
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relativo facil manejo. Finalmente, otros tra-
bajos realizados en el mismo laboratorio que no-
s0otros, por CASTELLAROS MATEQO, en 1.967,de frao=
tiferos resultados, y amplios ecos, terminarom
por inclinarnos por utiligaer la Electroforesis.

Ahora bien, al elejir una Tesis experie
mental, debiamos hacer la elecciln de los anima~
les para realizarla, naturalmente tendriamos,
que reducirnos a un mamifero, por su semejanza
al hombre en su organizacilm neural, y descarta~-
dos otroe,por su dificil manejo,(demasiado gren-
des), y por lo compliocado de su odbtencidén, ( de-
masiado oaros), nos decidimos por los conejos.
De la conjunciln de estos tres requisitos, los
animales, la técnica, y el tema, surgil el Ti-
tulo de nuestra tesiss ELECTROFORESIS DE LAS
PROTEINAS SOLUBLES DEL CEREBRO DEL CONEJO *,

Finalmente, no podemos terminaxr esta
introduccién, sin expresar nuestro agradeci-
miento a nuestro maestro,el Profesor JIMENEZ
CASTELLANOS, guia de nuestro aprendiszaje neu-
rolégico, director de este nuestro primer tra~
bajo clentifico, consejero y ejemplo en todo mo=
mento, al que debemos toda nuestra formsoién
profesional.
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Igualmente, seria una injusticia for
nuestra parte, no menciocnar, la ayuda prestada
por el Doctor Castellanos Mateos,(codirector de
nuestra Tesis), -tan experimentado en las téoni-
cas electroforétiocas -, al Doctor NRavas Rivera,
y al alumno Don Antonio Figueredo, todos compa~
fieros de trabajo, como asi mismo a la Sefiorita
Joaquina Gémez, auxiliar de nuestro laboratorio,
y en fin a todos aquellos, amigos y compafierros,
que con su estimuloe y apoyo contribuyeron a ha-
cer una realidad de este trabajo.
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Respues de nuestira breve introduceisn
vamos & establecer una sistemitioa de trabajo,
que 68 lsa que vamos a seguir puntualmente en
nuestras experiencias,

~ Repartiremos en tres partes el trabajo,
y traszaremos distintos capitulos en cada una de
ellas,

PRIMERA PARTE

Capitulo l.~ Una introduccoién somere de
nuestras experiencias, sus lineas generales, y
lo que se pretende con ellas. Algunos datos so—-
bre las proteinas cerebrales.

gap{tulo 2.~ Un concepto y evoluciln
histérica de los procederes electroforéticos.
Sus aplicaciones al campo de la investigaoibn
Neurolégica.
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Capitulo 3 .~ Descripoién de nuestros ma-
teriales fundamentales. la Eleccifn de los anima-
les de experimentacidén y sus requisitos. El1 resto
de la instrumentacifén de nuestro laboratorio.

| Capitulo 4,~ Los métodos, es decor las ma-

nipulaciones realizadas hasta la consecuoiln de los
resultados finales. Ia forma de obtencién de las
miestras cerebrales, su manejo ulterior., lLos pasos
por los que se siguid. las distintas formas de
electroforesis, (libre, en agar, papel,acetato de
celulosa, eto), y la eleoccilén de una de ellas, en
virtud de su facil manejabilidad. Coloracién y
lectura de las ourvas.

SEGURDA PARTE

Capitulo 5.~ Resuliados, es decor 1los ha~
llazgos obtenidos, su medioidn técnica.

Capftulo 6.~ Estudio estadi{stico de los
resultados, determinacién de valores medios,des-
viaciones standard, y errores standard.Pretende-
mos dejar sentados unos patrones electroforé-
ticos de las proteinas cerebrales de conejos.



Capitulo 7.~ Comentarios sobre los resul-
tados, Correlaciones con otras téonicas, y con
los resultedos de oiros autores, Su utiiidad, por
venir y aciocate pars la investigaoiln hum.

TERCERA __ PARTE

Capitulo 8.~ Conolusiones extraidas de to-
o el anterior estudio,

Ccapitulo 9.~ Resumen del trabajo,

Capitulo 10.~ Bibliografia uti}iszada, si-
ghiendo un orden internacionalmente adoptado pa~-
ra su expresidm,
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CAPITUIO PRIMERO

INTRODUCCION



Una vez planteada la justifiocacidn de
nuestro trabajo, y concebido como TESIS DOCTORAL
con sus dlisgresiones, como asi mismo, hecho el in-
dispensable plan de trabajo, es menester, que dedi-
quemos algun tiempo, & pisntear de una maners conci-
sa, en que va a consistir este estudio, dazsdo algu-
nas informaciones preliminares sobre 61,

Surge nuestro trabajo, de reflexiones
perscnales, de sugerenclas de nuestro medio am~
biente jirofesional, y de las correspondientes leo-
turas y estudios,

las consideraciones del relativo poco
estudio que se ha dedicado a las proteinas cere~
brales, comparedos con sus parientes bioquimicos
los lipidos y glicidos,en el curso del estado mor
mal, como en afecciones neurolégiocas, nos estimul$,
Ambos gliocidos y lipidos,mediante teonicas de fina
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histoquimioa son ampliasente deteoctados en ol Sigw
temn norvioso, (tdonicas de P.A.S., y otras),estan~
4o por el contrario el estudio de las proteinas oo~
rebrales oon respecto a ellos muy atresado,debido a
sus difioultades de extracciln. Es necesario que llg
&we la eleotroforesis,para que se realicen loe pri-
[ervs ensayos parsa su estudio,

Todo esto y nuestre aficiln a los temas
Heuroldgicos, nos hiciercn ooncedbir la idea del es-
tudio de las proteinas cerebrales, mediante la apli
caciln de las séonicas eleotrofordticas, Por otra
parte, sl desafio langado por la naturalega, nos
animaba, puee el saber, que aproximadamente el 40%
de la sustancia seca del oceredro, estd formada por
proteinas, ouya couposioiln se nos escapa, ere aoi-
oate suficiente, como para permitirnos el iniciar
unos trabajos sobre ellas,

la novedad del tema,~baste echar una rd-
pida ogeada a la bidbliografia mundial, pare obserw
var los relativanente pocos tradbajos publicados
sobre ls materie-~, ere un nuevo motive de estimu~
lo para inioiar la tarea,

Preferencias subjetivas, y requisitos
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experimentales citados anteriormente, nos indu-
Jeron a escoger el cerebro de conejos para el esg
tudio de sus proteinas., la idea,por otra fiarte,
no ers dificil de realizar,pues se trataba,median
te manipulaciones manuales,obtener trozos de los
distintos 16bulos del cerebro,(frontal, temporal,
parietal, occipital),cerebelo y tronooencéfalo,
de conejo, que tras meniobras sistematizadas,nos
permitieran extraer sus proteinas solubles,a las
que aplicade el método electroforético nos dieran
las distintas bandas del espectro.

Los resultados obtenidos, nos permitirian
la fabrioacién de unos patronos electroforé§ticos
de las distintas regiones del sistema nervio
80 central del animal manejado, extrayendo sus
conseouencias y pudiendo servir de base para tra
bajos futuros,

Este es en esencia el planteamiento del tra
bgjo que serd desarrollado en caditulos posterig
I'€B8e



CAPITUIO SEGURDO

CONCEPTO Y EVOLUCIOR HISTORICA



Es ya sabido, que la palabra "electrofo~
resis " significa transporte por la eleotricidad,
Es sinfnima de oatoforesis, y ambas expliocan la
emigracién de partfculas coloidales o en suspen-
2ién dentro de un campo eléctrico. |

Nos es imposible, ni es momento ahora, de
abordar los complejos principios fisico-quimioos
en que egtd basada la Electroforesis, siendo por
otra parte su campo de aplicacién tan grande, que
es imposible aun hoy en dia el precisarlo, Biste-
nos saber, y reflexionar sobre sus aplicaciones,
como la moderma inmunoeleotroforesis, que tantos
viejos conceptos ha venido a derribar, Y es que
la Medicina, estd hoy ampliasmente asentada en ba
ses bioquimicas, y mgroha aceleradamente a profun
digar en el terrenco de la Fisica, haciendo reali=-
dad los suefios clentificos de otros tiempos,

Los fundamentos esencilales que no. podemos
dejar de descoribir, de por qué se desplagan las
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proteinas en la electroforesis song
18.~ Se dannlm del polo nop.tiw ul |
- positivo dobiao a su carscter m~
' £étero,ani pues ntmmda wn m—-
pén aloalino se ompom como 'u;
~ dos,
20 ,~ Emigran con una velochddd znnm—
mente proporcional sl pesc molecu=
© lar de la partfeula. -
32 ,« Innumerables factores oonucs.m
la movilidad protéica en el oupo
electrico, :muumou del pnpol,

evaporasién, g, m: eto,

Citaremos solo de pasadn, 1los preceden~
tes de 1a Electroforesis, quw en 1.807 se deben
al f{sico ruso RBUSS, que trabejaba cen coloides
minerales, y mas tarddaments a HARDY, quo en 1.899
util;lsa la palabra uhtmm, ya mxcnm.xs.
que usa el de Electroforesis.

| la verdadera historia de la Electrofore-
ks cemiensa en 1.937 con el sueco TISELIUS,idean
do el primitive aparato de electroforesis, que

se llané "libre", per realisarse en las pavedes
de un tudo,trabajo qus le valié el Premio Nobel



en 1,948, Es en este nisuo afio ouando otros 10
vestigadores, HAUGAAR,KRONER,WIELAND, FISCHER, .
y IURRUM,crean la Electroforesis en papel, métow
do modermno que simplifiocada y sustituia al an-
terior, |

Pronto esta téonice fué aplieads s las
investigacicnes Neurclogicas, estudiando entre
los distintos 1f{quidos biolégicos en 1.938 HE~
SSELCICK, algunas muestres de 1fquide cefalorre~
quideo, Definitivamente en 1,942, KABAT,LANIN y -
MOORE, desoriben el perfil electroforético de
las proteinas requideas, identificandose mas
taxds en 1,944 las distintas fracciones por
SCHEID Y SCHEID, Quedaban asentados as{ los prl
meros estudios cientificos sobre proteinas de
un 1{quide del sistema nervicse, que mas tarde
-~ habria de ser prolijamente estudiado por LATE-
RRE, en 1,965 y entre nosotros por CASTELLANOS
NAZROS, en 1,967.

Paralelamente a esto, y por diversos
sutores, habian comensado las investigaciones
para el reconocimiento de las pi'opm protel
nas cersbrales. Asi TAYLOR i colaboradores s pox
el método de * salting ous ® , separmm
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nusve fraccienes difomto- en las proteinas ce-
rebrales, En el corebro de rata, son separadas
siete fracciones por el sulfato de amonie en wm
tampén de glicina de PH 9°5 por DINGHAN y cola-
boradores en 1,959,

o El prinitivo mftodo de TISELIUS, tgubien
limémél“‘mueummm-mhw
les, pues KIYOTA y colaboradores, en 1.959 pudig
ron dsmostrar diferemcias entre las proteinas del
cortex, del tflamo, y las de la sustancia blanoa,
En el cersbro ds mam{feros, TONINX y colaboradores
en 1,957, habian encontrado cinco <fraccicnees
diferentes. En el cerdo KEUP, en 1,955, encusne
tra seis fracciones diferentes.

Utilisando por el contrario la electrofo-
resis en papel, DEMLING y colaboradores, (1.954),
~los pieneres de esta téonica aplicada o las pro-
teinas 4o $rganos—,y en el cerebro de gato, en~
cuentran seis fraccicnes diferentes. Por el con-
trario, CARAVAGLIOS y colaboradores,(1.956),des~
criben aiotg fracciones, al igual que ROBERY-
SON,(1.957), siendo este Wltimo, el que sefiala
la importantisims apormian; de las diferencias
tipograficas en la distribucién de las protei-
nas cerebrales. En el serebro de oonejo, INESI y
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cmeo.(l.sss);mnw de ocho a dles freo-
oiones, que identifioan ocomo dos prealbuminas,una
sibiming, tres alfa, dos betas, y dos gamma globy
linas, encontrando que la cantidad de albdmina del
cerebelo, es mayor que las de otras partes del sig
‘tema nervise, sin modificarse la gamma globulina.
ALLEGRENZA y colsboraderes, en 1,960 estudimn 1i
quides y glucidos unidos a las proteinas y en la
rata dsmuestran la existencis de varias preal
iminas. Pinalmente GUHA y oolaboradores, (1,960)
utiligando un tampén beratado demuestiran la exis-
tencia de seis fracoicnes proteinicas diferentes
en el cerebro de la rata,

Rumerosos cerenros humenos fueron iguale
mente estudiados tanto en estado normal como .pa-
t01égico, por diversos sutores, (Ven Sande 1.962).

Dignas de mencidn son las hipétesis de BOOIJ
(1.957), acerca del origen de las proteinas del 1
quido cefalorraguideo, Analise la cantidad de pro-
teinas totales de sustancia gris y blancs, encon-
trandolas diferentes y deduciendo que la composi-
cién quimioa del Sistema Nerviocso Central, varis
segun sus funciones biolégicas, Sobre papel encuen
+fa do siete & ocho fracciones. Halla la preallni-
ming ea algunas regicnes, deduciendo que es forma



da por el parenguima nervioso y para obviar las
dificultades de identificacidn de las diversas
fracciones, ocupara los especiros electroforét}
cps del suerc, del liguido cefalorraquideo, y de
los extractos cerebrales.

Posteriormente la electroforesis en agar y
umdmidénzn‘ammmhammhj‘
nas oerebrales. Sobre 8ol de gelosa, ALLEGRENZA,
(1.961), en el ratén,en colaberacidén con MAROBEIO
identifican siete fracciones, y mm, ¥ CHA-
PAGNON,(1.960), utilisando la inmuncekectrofore~
sis insiste sobre la analogia de las proteinas
séricas y cerebrales.

Los modernos métodos de electroforesis en
discos de poliaoril-amida, son igualmente cmlo‘
dos a las protiz.m cerebrales,por GUY MONSEAU,

y CUMINGS en 1.965, encontrando estos dos autores
en oaddveres humanos hasta quince bandas,

No nos detendremos a oitar los trabajos xeg
lizados en casos patoldégicos,por no estar en relg
oidn con el que aqui desarrcilamos,

Al final de esta revision de la Bibliogre-
fia, podemos comcluiy, que la electroforesis en
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sus distintos métodos, aplicada al estudio de las
proteinas cerebrales es una metédica relativamep
te joven min, que sus resultedos en manos de unos
d otros autores son extramadsmente variables, y
que posiblemsnte se deben & la dificultad de ob~
tencién de los extractos cerebrales. Se discute
la importansia de la fudza idnica del solvente
por TENINI,(1.957), mientras que ROBUCHI , (1,957),
utiliza ol agua, y otros antores utilisan para
extraer las proteinas el mismo tampén empleado
pare la migracién electroforética, Finalmente
LEBARON y FOLCH,en 1.959, habiendo estudiado las
distintas oiscunstancias de la extraccidn de las
proteinas concluyen que se realiza de una forma
éptima utilisando un tampén de fuersa iénioa tres
y un pH comprendido entxe 6 y 9,

Todas estas dificuktades, lo inacabade de
la téonica, y lo poco standarisado de los resul-
tados es 1o que nos anima a efectuar m-m ocon
tribuoidn para intentar dilucidar win mas el pry
blema.
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CAPITULO

METODOS.

CUARTO
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BETA 3

MUESTRAS REALBUMINA |ALBUMINA |ALFA 1 | ALFA 2 | BETA 1 GaII 1

MUESTRA 1 0’9 170 | 1770 | 1770 | 15% 136 87 9°7
MUESTRA 2 12°3 §13'6 123 136 | 136 205 678 68
MUESTRA 3 . 4°0 10°0 8’0 | 120 | 1470 16’0 | 1670 20°0
'MUESTRA 4 11 2379 176 5°6 | 17°6 | 17’6 117 | 1177
MUESTRA 5 22 | 11%4 | 127 1873 | 228 12°6 | 13’7 5°7
MUESTRA 6 26 572 105 15°7 21°0 21’0 105 131
MUESTRA 7 373 200 13°3 1676 1373 13°3 10°0 10°0
MUESTRA 8 - 63 | 2172 17°0 | ‘106 | 63 " 10% 17’0 | 1076
MUESTRA 9 0’8 - 2677 15°6 879 13°3 874 1373 | 12%
MUESTRA 10 0°7 10’8 14°4 15°2 14°4 1572 1474 | 1474
MUESTRA 11 3%6 1477 7°3 8’0 | 22’0 161 | 1477 | 1372
MUESTRA 12 1’8 18°9 13°5 225 970 109 135 10°0




.

LOBULO

TEMPORAL

—— e e 3 s —=
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 MUESTRAS PREALBUMINA | ALBUMINA | ALFA 1 | ALFA 2 | BETA 1 |BETA 2 Gsz;f; ;GAMMA 2
PEUESTRA 1. | 23 | 188 | 16 | 167 | 1471 | 141 | 1075 | 770
MﬁEéTR@ 2 6°3 18’9 18'9. 1276 _:Eigi 12'§ | .83 11'3
MUESTRA -3' 1072 1072 1072 iojz- 1873 1q'é' | 1072 204
MUESTRA 4 2’0 81 ;é'z 1272 15°9 20°4 16°3 1272
| MUESTRA 5 06 o8 | 10 | 9% | 1673 '.13’? 196 10°4
MUESTRA 6 2’0 1272 204 16°3 1272 v12'g 1272 122
MUESTRA 7 31 7’9 158 14?2 17°4 15’5 i2’6 1276
MUESTRA 8 1173 173 | 13| 13| u | 6'8 250 -} 11’3
MUESTRA 9 06 189 137 18;3 1873 9’8 13°0 71
MUESTRA 10 17 1275 | 12°5 13'6 | 14’3 | 161 | 14°3 143
MUESTRA 11 55 166 5’5 5’5 | 1676 166 166 166
MUESTRA 12 172 17°6 | 16°8 147 201 10°5 10°5 84
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PARIETAT

— e s e o e o e e et i e o S e it et o e Sk . e e e g e
e e L S S S L S T o TR E S TS

MUESTRAS PREALBUMINA i ALFA 1 | ALFA 2 |BETA 1 |[BETA 2 |ommm 1

MUESTRA 1 672 _1é’5 125 1561 1576 14°0 12’5 109
MUESTRA . 2 78 26°3 | 131 1371 131 78 | 52| 131
MUESTRA 3 1’2 15'2; 121 146 97 14°6 2874 6'§
MUESTRA 4 4°0 1472 | 1072 122 14’2 | 16”3 1472 | 1472
MUESTRA 5 4°7 1b'3 9°4 9°4 14°1 | 141 188 __lglg
MUESTRA 6 82 1170 91 9’1 1377 18”3 1675 13°7
MUESTRA 7 2°7 27°0 | 16’2 1672 13’5 | 10’8 5%4 81
MUESTRA 672 78 | 1576 C12f5 | 15’6 | 1478 117 | 15%
MUEQTRA é 0’6 171 17’1 1473 1473 1376 12'3 1072
MUESTRA 10 0’6 6°6 13°2 1872 11’5 | 13”2 2371 | 13"2
MUESTRA .11 1’4° 148 | 15’5 1875 14°8 | 1478 111 878
MUESTRA.IZ 1’9 122 1377 17°7 1777 13°7 12°5 '12'2
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MUESTRAS

PREALBUMINA

' GAMMA 2

ALBUMINA [ALFA 1 | ALFA 2 BETA 2 |GAMNA 1

- . B e
MUESTRA 1 5% 10’5 10°5 | 15°7 21°0 10’5 1577 10’5

'MUESTRA 2 | 34 10%4 1176 11’6 1176 232 1774 10’4
MUESTRA 3 78 157 7’8 27 15'7 15°7 ,16'7' 15°7
MUESTRA 4 31 6’3 | 127 174 1774 | 17°4 1472 | 111
MUESTRA 5 26 176 | 88 ,? 132 1372 17’6 13’2 132
NMESTRA. 6 8’6 25’8 8’6 172 86 8’6 17°2 5°1
kMUESTRA 7 5’3 196 8’9  26'7 879 '9?9» __2:2_ 17’8
MUESTRA 8 09 154 200 18’5 15°4 10’8 92 9'5J
MUESTRA 9 0’6 71 9’8 377 ©19°6 163 163 1673
MUESTRA 10 14 11°9 |- 13’4 134 1974 13’4 17’9 89
MUESTRA 11 4’8 60 8°0 1071 20 | 14’1 1872 1872
MUESTRA 12 177 i4'o 1272 122 14( 128 192 140




MUESTRAS

PREATLBUMINA{ ALBUMINA

GAMMA 1

ALFA 1 [ ALFA 2 |BETA 1 [BETA 2 GAMMA 2
MUESTRA 1 12 8’9 7°6 1=?j?:f“=“a"§?75-‘ 205 16’6 128
MUESTRA 2 373 6°6 200 66 66 2070 20°0 66
MUESTRA 3 771 1676 14°2 71| 1472 1472 1970 771
MUESTRA 4 174 9’4 9’4 16}5‘ 1779 1779 1471 1372
|MUESTRA 5 2’8 1278 1577 18’5 1472 128 ;7'1 5°7
MUESTRA 6 .3'8 873 7°6 19°0 | 15’2 7152 152 1572
MUESTRA 7 1070 160 1870 18?0 120 1070 772 6’8
MUESTRA 8 0’8 16’1 14°4 14°4 169 144 1474 8’2
MUESTRA 9 1%4 161 7°3 147 161 14°7 14°7 147
MUESTRA 10 1’7 572 1476 13’9 19°1 10%4 1971 15’6
MUESTRA 11 2°7 1377 6°5 19f2f 1972 13°7 10°9 137
MUESTRA 12 1.9 _4'8 9’7 9’7 5’8 2472 T 2472 19°4




TRONCOENCEFALO

}kE?ESTRAs

| carma 2

|PREALBUMINA ALBUMINA | ALFA 1 | ALFA 2 | BETA 1 |BETA 2 GAMMA 1

MUESTRA 1 | 2fo 1977 12’3 144 226 1474 8f2 61
MUESTRA 2 379 13;1 118 1977 131 19°7 1178 6’5
"_ MUESTRA 3 2°7 10’9 1376 10”9 i6'3 191 16°3 9’8
'.NMESTRA 4. 11 1172 | 1172 142 20°6 18°7 11°2 1172
MUESTRA 5 86 258 172 17’2 8’6 8’6 876 | 571
MUESTEA 6 15 9’4 15°7 1577 14’1 ’11’8 19°6 1178
MUESTRA 7 8’0 21°0 1374 1374 1374 14°5 1374 7°6
[MUESTRA 8 172 1077 21’8 1677 17°1 10°7 13’3 871
MUESTRA 9 1’4 80 13’1 14’5 153 182 14’5 1475
NUESiRA 10 271 86 | 127 121 1276 1370 173 _leii
IMUESTRA 11 170 4’3 12’5 12%5 - 13’6 21°5 '14’3 197
MUESTRA 12 22 4°4 11’3 1770 576 66 | 576 56
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