ESTUDIO DE LA CERULOPLASMINA EN SUJETOS DE
NUESTRO MEDIO*
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INTRODUCCION

El rol fisioldgico de la ceruloplasmina, asi como la patogenia de susz
alteraciones metabdlicas unida a la del cobre, todavia se desconoce.

La enfermedad de Wilson es la Gnica enfermedad en el hombre de-
bida a un irasternc en el metabolismo del cobre cuya naturaleze intimx
no estd aiin aclarada. Lo usual explicacién del fendmeno (11) obser-
vado en la enfermedad es que el paciente es incavaz de sintetizar ce-
ruloplasmina cuando el gen anormal se presenta en la ferma homocigo-
tica. El incremento de la absorcidon de cobre a {ravés del intestino y el
depdsito en lcs tejidos a niveles téxicos se dice ser secundario a la de-
ficiente sintesis de ceruloplasmina. Esta explicaciéon no es consistente,
porque alguncs pacientes con enfermedad de Wilson tienen niveles de
ceruloplasmina normales o gproximadamente normales.

Neil A. Holizman, establece una nueva idea, que el metal (co-
bre) puede estimular la sintesis de una proteina (ceruloplasmina).

Estos hechos han despertads en nosotros el interés por indagar so-
‘bre este tema, dosando dicha “enzima’ en el suero de 5] sujetos sanos
de un grupo homogéneo, pretendiendo alcanzar un promedio de valores
rormales.

MATERIAL Y METODOS
E! dosaje bioquimico de cifras normales en unidades enzimdticas de

ceruloplasmina se efectud utilizando el suero de estudiantes del VI Afio
de Medicina de la Facuttad de San Fernando, todos ellos Internos del

* Tesis presentada para optar el grado de Bachiller en Medicina, U.N.M.S.
M. en Mayo de 1967.
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Hospital Central del Empleado, que representaban el 70% del total de
casos estudiados. El resto incluyd a obreros de la Clinica Anglo-Ame-
ricana.

Las edades del grupo, en general, fluctiian entre los 17 y 30 afios, co-
rrespondiendo el mayor percenatie (64% ) a las edades comprendidas
entre los 25 y 28 afios.

La ejecucion del trabajo tuvo lugar en el Ceniro de Investigazidn de
Ja Clinica Anglo-Americana, bajo la supervisién del Dr. |. Nckashima O.

El dosaje fue por duglicado vy triplicado en algunos casos con el fin
de estudiar lo sstabilidad de la enzima y lo fidelidad del método bio-
quimico.

Los sueros una vez obtenidos fueron mantenidos a congelacién.

Las determinaciones repetidas a intervalos de liemps variables se
exponen en el cuadro nimero 2.

Inslrumental y material de laboratorio.

E! equipo ulilizado, en lo principdl, incluye lo siguiente:

Espectrofotémetro “Coleman’ Junior, modelo 6D.

Balanza de precision “Mettler”, modelo B6.

Bafio Maria a 37 grados centigrados.

Papel indicador de pH ""Phydrion” Vivid, escala 3 a 9.

Tubos de lectura calibrados 10 x 75 mm.

Pipetas de unidades Lambda (Una unidad Lambda = 0.001 ml.).

SR S e

Reactivoes.

1. Acetato-Buffer, 0.1 M, pH 6.0.

Afiadir 12 ml. de 4&cido acético 0.1 M (0.57 ml. de &cido acético gla-
cial para 100 m!l. de agua destilada) a 200 ml. de acstato de sedio (1.36
g. de CH3COONa.3H.O por 100 m!. de agua destilada). El pH debe
ser 5.95-6.0. .

2. "Sodium azide” (N:Na) Matheson Coleman and Bell.

Preparar una solucion 0.1 9.% en acetato buffer 0.1 M. El pH de-
be ser 5.95-6.0). Se conserva a refrigeracion. Esta sal es sumamente
1éxica.

3. p-Fenilenediaming 2HCl Matheson Coleman and Bell.

La purificacién de los cristales siguié la presente técnica (13):

Preparar una solucién saturada en agua hirviendo v afiadir carbén
vegetal (Darco Charcoal) para decolorar. Filtrar la solucidén caliente
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y secar los cristales incoloros en campana de vidrio sobre CaCl, anhi-
aro. Guardar en frasco de color para proteger de la luz. El reactivo
se prepara a 9.25%, disolviendo 12.5 mg. en 3.0 mi. de acetato buffer
cjustando el pH a 6.0 por adicién de NaOH IN, gota a gota con pipeic
seroldgica de 0.2 ml. Se anade luego acetato buffer para completar ei
volumen de 5 ml. Este reactivo puede durar 2 horas después de su pre-
paracién si se conserva en la oscuridad.

En el presente trabajo, el reactivo se prepard pesando 62.5 mg. de
PPD para un voiumen final de 25 ml. y utilizando NaOH 2.5 N para lle-
var el pH a 6.0. Aproximadamente se requiere 5 gotas utilizando un go-
tero corriente.

Sefialamos que es muy importante el cuidado que debe observar-
se en la preparacidn del substrato, y sobre todo en lo que respecia «
la purificacién ae los cristales y el control del pH.

Para un mejor conocimiento del subsirato, sefalamos algunas d=
sus principales caracteristicas fisico-quimicas (12):

p-Fenilenediaming, sinénimos:

1, 4-benzenodiamina.

1, 4-diamincikenzeno.

Formula, CgH(NH,).

Pesc molecular, 108.14.

Cristalizacién incolora, monoclinica.

Punto de fusién, 139.7 grados centigrados (139-41).

Punto de ebuilicién, 207 grados centigrados.

Solubilidad en agua, 3.8 9. % a 24 grados centigrados; 669 g. % «
107 grados centigrados.

Soluble en alcohol, éter, etc.

4. Standard artificial, preparar Pontacyl violeta 6R (Matheson Co-
lemar and Bell) 15.9 mg. por litro de una solucién de dcido acético al
C.5%. La lectura del standard equivale a 400 unidades.

La determinacién de la ceruloplasmina sériza se hizo por el método
de R. H. Henry Chiamori, Jacobs y Segalove (2).

La concentracién de ceruloplasmina se determina a partir de la oxi-
dacién de p-enilenediamina a 37 grados centigrados y a un pH de 6.0.
E! producio de oxidacién (ozul purpura) se mide espectrofotométrica-
mente o fotométricamente. La oxidacidén catalizada por el cobre y el
hierto presentes, se corrige utilizando en la lectura un suero Blank en
el cual la ceruloplasmina es inhibida por “sodium azide (NaNj;).

La unidad de actividad enzimdtica se define en forma arbitraria co-
mo el incremento de 0.001 de absorbancia a 530 milimicras, bajo las
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condiciones del test. E] dosdje puede también realizarse empleando un
{otdmetro Klell con filtre 54. En el presente trabajo se utilizé el mismo
método, pero adaptado al espectrofolémetro Coleman Junior, modelo 6D,
y a 540 milimicras. Las lecturas efectuadas corresponden a la esca-
lo de Densidad Optica.

Procedimiento.

1. Disponer de 2 tubos marcados, anadiendo en ia siguiente forma:
Blemnk, 2.0 ml. de buffer, mds 2.0 ml. de reactivo "azide”, mds 200 lamb-
das de suero (] unidad lambda equivale « 0.00] ml.).

Test, 4.0 ml. de bulffer, méas 200 Jambdas de suero.

2. Incubar, protegidos de la luz, en tubos Blank y Test y el subs-
irato PPD en Bafic Maria a 37 grades centigrados por 5 minutos.

3. Afadir 2.0 ml. del substrato PPD a cada tubo Blank y Test y
mezclar siempre protegidos de la luz.

4. Leer el test con el Blank a los 10 minutes y nuevamente a los
40 minutos, a 540 milimicras en la oscuridad y en el tiempo mds corto
posible.

Cdlculo.

Lectura a los 40 minutos — Lectura a los 10 minutos
Unidades de
ceruloplasmina = x 400
Lectura del Standard artificial con agua

Resumen,
Acetato Reactivo Suero Bano Maria PPD
buffer “azide” Lambdas 37°C - 5 minutos ml.
Blank 2.0 2.0 200 » 2.0
Test 40 — 200 » 2.0

1 unidad Lambda equivale a 0.001 ml.
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RESULTADOS

A continuacién exponemos el trabajo- en detalle, especificando los
resultados obtenidos. Esidn anotadas en el cuadro ntimero 1 las cifras
promedio resultantes de las dos determinaciones practicadas en cada
uno de los casos y el promedio general del total de casos, con el andli-
sis estadistico respectivo. Por otro lado, se comparan las cifras corres-
pondientes « determincciones hechas en fechas diferentes (Cuadro nu-
mero 2) y que responden al estudio de la estabilidad de la ceruloplas-
mina en relacién al tiempo y la evaluacién del método frente a la re-
produccién de los resultados, a intervalos de tiempo variable.

Cuadro N? 1. Ceruloplasmina Sérica. Promedios Parciales.

Caso N° Unidades Caso N° Unidades
Ceruloplasmina Ceruloplasmina
1 333.2 16 226.4
2 320.0 17 246.6
3 366.6 18 320.0
4 266.4 19 219.7
5 353.2 20 393.2
6 293.2 21 393.2
7 233.2 22 333.2
8 426.6 23 386.4
9 313.2 24 333.2
10 273.2 25 426.4
11 133.2 26 413.2
12 106.4 27 346.4
13 3563.2 28 379.8
14 346.4 29 306.4
15 246.2 30 373.2
31 440.0 42 413.2
32 346.4 43 400.0
33 480.0 44 360.0
34 373.2 45 293.2
35 386.4 46 386.4
36 386.4 47 380.0
37 360.0 48 319.8
38 400.0 49 360.0
39 440.0 50 4198
40 266.4 51 453.2
41 386.4
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Andlisis estadistico.

N = 51
Media Desv. St. Coef. de Var. 9, Valores extremos
3444 =+ 107 76.2 = 7.62 22.1 106.4 — 480.0

Al observar la tolalidad de los resultados, se aprecia que dos cascs
se distinguen por presentar las cifras mas bajas. Prescindiendo de es-
los valores que representan el 3.9% del total, el cuadro de valores es-
todisticos correspondiente al 96.1% de los casos (n = 48) se modificc
como sigue:

N = 49
Media Desv. St. Coef. de Var. % Valores extremos
3544 — 88 62.1 + 6.3 17.5 219.7 — 480

Cuadro N° 2. Estudios de la estabilidad de la enzima en el suero congedalo.
Porcentajes de reproduccion de los resultados.

Caso N¢ ler. dosaje 2do. dosaje Intervalo dias Reproci/:cclon
4 266.4 266.4 8 100
[ 293.2 306.4 7 104.5
3 366.6 346.4 10 94 .4
31 440.0 406.6 34 92.4
27 346.4 333.2 38 96.1

Limite: 97.4%
DISCUSION
Material clinico.
Para el dosaje de ceruloplasmina en sangre se empled el suero de
un gruro homogéneo de sujetos adultos sanos, cuyas edades en su ma-

yer porcentaje fluctlan entre los 25 y 28 arios. El 70% estd represer:-
iodo por estudiantes del VI Afio de Medicina. Asi hemos querido go-
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rantizar la validez de los resultados, escogiendo, de la poblacién en ge-
neral, el grupo mds representativo.

Método.

El fundamenio bioquimico del méiodo empleado que correspon-is
a R. J. Henry, Chiamori, Jacobs v Segalove (2), deriva de una serie ds
observaciones fundamentales, producto de la investigacién sucesiva de
varios autores.

Holmberg y Laurell, en 1948, fueron los primeros en aislar el cobrs
proteico del suero vy los que propusieron el nombre de ceruloplasmina.
Observaron que su contenido en cobre es alrededor de 0.32%, con un
peso molecular de aproximadamente 151,000 y conteniendo 8 &tomces
de cobre. En 1851, estos mismos autores, determinaron la actividad oxi-
dativa midiendo el consumo de oxigeno con el aparato de Warburg y
utilizando p-fenilenedicmina como substrato. Posteriormente se estable-
ce un procedimiento mas préctico, midiendo espectrofotometricamern:a
e! color producido por la oxidacién de la benzidina, p-fenilenediamina
(PPD), O N, Ndimetil-p{enilenediamina (PPD) (1).

Akerfeldt, en 1957 (21), propone un test simple, en el cual el suero
se une a un substrato (PPD) sin buffer, para medir el liempo de apari-
cién del color.

Los investigadores demuestran que el dcido ascérbico en el suero
prolonga el tiempo de oxidacién del substrato, siendo su duracidén pro-
porcional a la concentracién de dicho &cido. La ingestién de una con-
siderable cantidad de jugo de naranja incrementa significativamente
esta fase larga. Por consiguiente, las técnicas de dosaje empleadas de-
ben calcular la oxidacién del substrato iomando en cuenta este peric-
do para evitar el error.

También se conoce que la oxidacién de la benziding, PPD o DPP,
por el suero, es catalizada no solamente por la ceruloplasmina, sino por
el cobre y el hierro contenidos en el suero como también en los reacti-
vos utilizados en el test. Ahora bien, para determinar la oxidacién pro-
ducida por la ceruloplasming, solamenie es necesario efectuar la correc-
¢idn o inhibir la oxidacién caialitica producida por los metales. Ravia
(7) (19) usd un suero blank en el cual la ceruloplasmina en inhibida
por “‘sodium azide” (NaN,). En el método de Humoller (6) y Broman
(3), la oxidacién catalitica de los metales es inhibida por EDTA. Pero
esto es disculible porque Henry (2) observd que el EDTA produce una
irhibicién de la actividad oxidativa por encima del 20%. Después Hu-
moller demostré que-el EDTA es capaz de.remover 4 de los 8 dtomos
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de la molécula de ceruloplasmina, concomitantemente, reduccién hasta
en un 50% de la actividad oxidative. La inhibicién no es competitiva.
La ceruloplasmina ha sido ubicado electroforeticamente en la globu-
lina alfa 2 o fraccién IV de Cohn (20). . "
Broman y Paulik sefialaron la existencia de més de una forma de
ceruloplasmina y Cariwright establecid la relacién ecuacional de cobre
y ceruloplasmina en individuos normales con la siguiente férmula:

Microgramos de cobre/100 ml. x 0.94

mg. de ceruloplasmina/100 ml. =
3.2

El méilodo de R. ]J. Henry (1), contemplando todos estos factores, de-
termina la ceruloplasmina a iravés de la oxidacién de PPD (substrato)
a 37 grados centigrados y a un pH de 6.0 midiendo el producto azul pur-
pura espectrofotométricamente o fotométricamenie. La influencia del co-
bre y el hierro presentes se elimina utilizando un suero blank, en =zl
cual, la ceruloplasmina es inhibida por “sodium azide” (NalNjy), de tal
manera que al final la medida de la oxidacién del substrato sélo corres-
ponde a la ceruloplasmina.

Es preciso sefnalar, la importancia que tiene el cuidado de la tem-
peratura exacta y constante, ast como el pH de los reactivos y el subs-
fralo, y, ademds, la influencia de la luz sobre el PPD, pues incremenia
su oxidacién. La proteccion de la luz es necesaria e imprescindible.

Cobre y ceruloplasmina.

El cobre ingerido, al pasar al torrente circulatorio es captado per
la albumina v al cabo de pocas horas se une a una alta 2 globulina,
gue ss la proteina especifica del cobre denominada ceruloplasmina. La
globulina del hierro, siderofilina, puede también combinarse con el co-
bre, pero su competicidn por el hierro no ha side demostrada.

El plasma contiene dos fracciones del cobre; una que reacciona di-
rectamente con dietilditiocarbamato, denominada “fraccién de reaccion
directa”, no es dializable y contiene de 0 a 5% del cobre plasmdatico
iotal. La otra-forma del cobre llamada “fraccién de reaccién indirecta”,
representa un promedio de 96%. Reacciona con dietilditiocarbamato, pre-
vio tratamiento con &cido. Es el cobre contenido en la ceruloplasmi-
na (1).

R. ]. Henry sencla que tal vez haya una tercera {orma libre no com-
binada de cobre normalmente presente en el suero y en pequefia can-
tidad. ’
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Se ha reportado que los niveles altos de ceruloplasmina estdn en
relacién a padecimientss hepdlicos entre los que se menciona la cirro-
sis biliar, colangiolitis y neoplasic maligna. Los esiudios de Miki H.
(14) relacionam, también, las cifras elevadas con las leucemias, tumores
cerebrales y anemics apldasicas. Con las enfermedades infecciosas,
nefritis agudas, enfermedades del sistema nervioso ceniral y asma bron-
Guial,

Holtzman, estudiando un caso de intoxicacién por cobre (11), inter-
preta sus hallazgss eslableciendo que las cifras elevadas de ceruloplas-
mina censtituirian una respuestia al dano hepdlico primario ocasionado
cor el cobre.

Gitlin vy Taneway demosiraron que las inyecciones prolongadas de
cobre en el ratén provocan incremento de los niveles de cerulcplasmi-
na. Se ha observado, a su vez, que en pacientes con sindrome de maic
absorcién se consiguié elevar las cifras de ceruloplasmina administran-
dc cobre endovenoso.

Si el aumento de la conceniracién de ceruloplasmina represenia una
respuesta a la elevacién del cobre sérico, podria esta respuesia ser defec-
tucsa en la enfermedad de Wilson cuyo cobre hepdtico se halla también
incrementado (11).

Aunque el rol fisioldgico de la ceruloplasmina todavia se desconc-
ce, se concibe que su mayor funcién es captar el cobre accesible para
la excrecién. Cuando la ceruloplasmina es deficiente, el cobre no pue-
de ser rapidamente excretado, pudiendo alcanzar niveles téxicos.

Resultados obtenidos.

El dosaje de ceruloplasmina, practicado en el suero de 51 sujetos
adultos sanos, de nuesiro medio, arroja una cifra media de 344.4 = 10.7
unidades, con un coeficiente de variacion de 22.1% y valores extremos
entre 106.4 y 480.0 unidades; pero, al cbservar la lotalidad de los S1 ca-
sos, Hama la alencién dos valores sumamente bajos y que son el caso
numero 11 con 133.2 uridades vy e! casc nimerc 12 con 106.4 unidades.
Prescindiendo de ellos, que representan el 3.9% del total, sometemos al
andlisis estadistico al 96.1% restante, tratando de alcanzar asi, valores
mas representativos. La media de los 49 casos es de 354.4 = 8.8, el
coeficiente de variacidén 17.5% y los valores extremos son 219.7 y 480.0
unidades. Creemos dar mds crédito a estos valores.

R. J. Henry (2), investigando ia ceruloplasmina en 40 sujetos adul-
tos ganos (20 hombres y 20 mujeres) conjunciona sus resultados y sefia-
la el promedio de 425 unidades con varidaciones limites de 280 y 570
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unidades, que comparando con nuestros valores representa un 16.7%
mayor.

Aunque el misms autor sefiala no haber enconirado en su serie di-
ferencia en relacidn ot sexo, admite que la mitad de las mujeres pue-
den presentar cifras mas altas que los hombres, ya que su cobre sérico
es lambien mdés elevade. En nuestro medio se ha enconirado dicha di-
ferencia en relacién al cobre (10).

Es preciso sefalar que, no obstante de tenerse en cuenta el mismo
fundamento biocuimico para el dosaje enzimdtico, las diferencias en
cuanto al procedimiento mismo implice, naturalmente, diversificacién
de los valores finales. Henry ulilizd el espectrofotémetro Beckman DU
equipado con "Thermospacers” en cuyo procedimiento prescindié dal
siandard artificial; en cambio nuestras lecturas se efectuaron emplean-
do el especirofotémetro "Coleman Junior modelo 6D, siendo los sueros
incubados en Bafo Maria a 37 grados centigrados y comparados con
el standard artificial.

Los desaies se efectuaron con material calibrado y las determina-
ciones fueron chequeadas por duplicado y triplicado inclusive.

Puede finalmente argliirse la pzsibilidad de establecer diferencias
bioguimicas en relacién o factores raciales o nutricionales de los gru-
pos estudiados v que no estdn todavia consignadas en la lileratura.

El cuadro niimero 2 demuestra que la conservacién del suero a ba-
la temperatura (congelacidn), preserva la estabilidad de la enzima (ce-

ruloplasmina) ain més alld de las 5 semanas. La reproducién de los

S

1esultados alcanza el limite de 97.4% seqguin el control practicado en &
sueros de la serie.

CONCLUSIONES

Se realiza el dosaje bioquimico de cifras normales de ceruloplas-
mina en unidades enzimaticas “Henry”, utilizando el suero de sujetos
supuestos sanos, en su mayoria estudiantes del VI Ano de Medicina.

De los resuliados obtenidos, se derivan las siguientes conclusiones:

1. La cifra media en unidades enzimdticas "Henry” de ceruloplas-
mina sérica, resullante del dosaje practicado en 49 sujetos adultos sa-
nos, de nussiro medio, es de 354.4 = 8.8 con una desviacién standard
de 62.1 #* B.3.

2. Los valores de los 49 casos estudiadecs tienen las cifras limites
de 219.7 y 480 unidades.
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3. El suero mantenido a congelacién preserva en forma notable la
estabilidad de la enzima (ceruloplasmina), ain més atld de las 5 se-
manas.

4. El porcentaje de lo reproductibilidad de los resuliados en de-
lerminaciones sucesivas practicadas a iniervalos de tiempo variable, al-
canza el limite de 97.4%.

5. Lo precisién de! método de R. ]. Henry, guarda relacién impor-
tante tanto con la exactitud del pH del subsirato y los reactivos, como
con la temperatura constante (37 grados centigrados) y el dosaje proc-
ticade en ia obscuridad.

6. El standard artificial (Pontacyl violeta) preparado y conserva-
do a temperatura ambiente, se mantiene constante.

7. Senalamos la importancia del método biocquimico de R. J. Henry
como procedimienio f&cil v de accesible manejo para el dosaje enzi-
mdtico de la ceruloplasmina sérica, aplicable en cualquier laboratorio
de investigacion clinica.
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