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] — CONSIDERACIONES GENERALES

Casi todo el cobre plasmético estd ligado a una simple proteina.
Holmberg y Laurell (1) aislaron una cuproproteina de plasma humano y
porcino, y debido o su color azul la llamaron céruloplasmina.

Tiene un peso molecular de 151.000 y contiene 0,34 % de cobre, lo
cual corresponde a 8 dtomos de cobre por molécula. Semejante a otras cu-
proproteinas, la céruloplasmina es una enzina, con lo propiedad de tener
actividad oxidativa. Sin embargo, su substrato fisiolégico, si lo tiene, es
desconocido.

En el método de preparacién de Holmberg y Laurell {2} la céruloplas-
mina es precipitada del suero con la fraccién globulinica, por el sulfato
de axonio; y luego disuelto en agua y dializada. Algunas impurezas son
precipitadas a un PH de 6.2 y 5.5; y otras impurezas, por dos tratamien-
tos con 50% de alcoholcloroformo a temperatura ambiental. La cérulo-
plasmina es luego extraida con solucién de cloruro de sodio, del precipi-
tado resultante; el cual es en su mayor parte una proteina desnaturali-
zada.

Los procedimientos quimicos utilizados para la determinacién de cé-
ruloplasmina sérica, estdn basadas en la propiedad que tiene la cérulo-
plasmina de oxidar ciertas substancias, en especial el dihidrocloruro de
parafenilendiamina (P.P.D.).

Traobajo llevado a cabo por Holmberg y Laurell (3) demostré que la
actividad oxidativa de la céruloplasmina sobre el P.P.D., es proporcio-
nal al contenido en cobre del suero. Afirmando que [a céruloplasmina es
la principal enzina oxidativa del P.P.D. del plasma humano.

Scheinberg y Morrell (4) usaron céruloplasmina preparada de la frac-
cién IV de Cohn, por fraccionamiento con metanol-cloroformo.

Hay pocas publicaciones sobre la estructura y propiedades de la cé-
ruloplasminag; principalmente debido a la dificultad de preparar material
purificado, en cantidad suficiente.

El reciente interés despertado por el estudio de la céruloplasmina, ha
sido relacionado con sus alteraciones en la degeneracién hepato-lenticu-
lar (5, 6, 7), en el sindrome nefrético, en las infecciones, y en algunos
estados psicoticos.



ENFERMEDAD DE WILSON Y CERULOPLASMINA

En la enfermedad de Wilson, la deficiencia o ausencia de la céru-
loplasmina, es probablemente la consecuencia de una incapacidad here-
ditaria especifica para sintetizarla en cantidad normal. Varios grupos de
Investigadores piensan que la anormalidad primaria en la  enfermedad
de Wilson, es una deficencia de céruloplasmina; lo cual conduce, por un
mecanismo desconocido, a una excesiva absorcién del cobre de la die-
ta. La introduccién del cobre radioactivo ha clarificado varios eslabones
bdsicos en el error del metabolismo en lo enfermedad. Los pacientes con
esta enfermedad, absorben cobre del tubo gastrointestinal en mayor can-
tidad que lo normal. Luego es transportado a la sangre, adherido a la
albUmina; pero no es transferido en cantidad normal a la alfa 2 globu-
lina con la cual deberia unirse para formar la céruloplasmina.

Sea cual fuere el mecanismo responsable del error metabdlico, el co-
bre es concentrado en cantidad mayor de lo normal en el higado (donde
produce cirrosis), nicleo lenticular (manifestaciones extrapiramidales) y en

la membrana de Descoment de la cérnea {anillo de Kayser-Fleischer). Tam-
bién hay aumento del cobre urinario, aminoaciduria y calciuria.

Aunque una deficiencia de la proteina ligada al cobre del suero es
aceptada, generalmente, como bdsica en la patogenia de la enfermedad
de Wilson, esta proteina puede no estar completamente ausente. Existe
cierta confusién al hablar sobre la palabra céruloplasmina. Esta es una
enzima con capacidad de oxidar polifenoles (polifenol-oxidasa), pero sé-
lo si el cobre estd presente en la molécula. Sin embargo, la proteina pue-
de ser demostrable por procedimientos inmunoldgicos, tenga o no cobre
la molécula. Esto probablemente explica, la discrepancia entre los méto-
dos inmunolégicos y otras técnicas cuando el mismo espécimen de sue-
ro es usado. Una reaccidén cobre exidasa negativa, puede representar una
ausencia de la céruloplasmina, o simplemente que la proteina es libre de
cobre.

Los niveles séricos de cobre por si solo, ofrecen poca ayuda, ya que
ello puede representar el cobre ligado a la globulina {céruloplasminal, el
cobre ligado a la albimina, o ambos.

Resultado de la administracion intravenosa de cobre 64.

Estudios llevados a cabo en la Clinica Mayo, (8], con cobre radioac-
tivo (cobre 64} en pacientes con enfermedad de Wilson, hemocromatosis,
cirrosis de Laennec y en normales, han permitido clarificar ciertos aspectos
de la patogenia de la enfermedad de Wilson. Dichos estudios consisten,
en la administracién intravenosa de una dosis de cobre 64, seguida por
andlisis periddicos de la radioactividad en sangre, orina, heces, etc.

Una de las formas més exactas de distincién entre pacientes con en-
fermedad de Wilson, otros defectos hepdticos e individuos normales, es
el patrén de radioactividad plasmética.

Inmediatamente después de la inyeccién intravenosa, el cobre del
plasma descendié en una forma estable. Tanto las personas normales,
como los pacientes con cirrosis o hemocromatosis, exhibieron una répi-

. 78—




da caida de la radioactividad, seguida luego de una elevacién substan-
cial. Asi a las 48 horas, mientras todos los pacientes con enfermedad de
Wilson tuvieron una concentracién plasmdtica de cobre 64 de menos de 1,
1% de la dosis por litro de plasma (0. 16 a 1, 10%), todas las condiciones
diferentes a la enfermedad de Wilson, fuvieron niveles por encima de los
citados.

Como primeramente fue explicado por Bearn y Kunkel (9) los pa-
cientes con enfermedad de Wilson, presentan una incapacidad de combi-
nar cobre 64 con la proteina, para formar la céruloplasmina; lo que ha
sido demostrado en la Clinica Mayo por técnicas de electroforesis.

Tres dias después de la inyeccién intravenosa del cobre 64, menos
del 1% de la dosis aparece en la orina de controles y pacientes sin en-
fermedad de Wilson; 48 horas después, cuando la dosis contuvo menos
de 0,5 microgramos de cobre 64, los controles excretaron menos de 1 mi-
crogramo de dicha dosis y los pacientes con enfermedad de Wilson excre-
taron 8 y hasta 31 microgramos. Lo que evidencia un aumento en la ex-
crecién de cobre urinario en los pacientes con enfermedad de Wilson.

Aunque el cobre 64 ha permitido reconocer varias anormalidades en
los pacientes con enfermedad de Wilson, existen varias teorias para ex-

plicar el defecto basico. Tres parecen ser las mds especuladas:

1—Hay una superabsorcién del cobre por el tracto intestinal, lo que
ha sido demostrado con el cobre 64. Esta teoria presume al lado de una
excrecidén urinaria elevada, un balance positivo que conduce al depésito
de cobre en el higado, cerebro y cdrnea. A ésto se le podria agregar co-
mo propone Glazebrock (10), que el higado en la enfermedad de Wilson
no puede excretar el exceso de cobre.

2—Usman (11} y asociados proponen que las proteinas en la enfer-
medad de Wilson tienen una avidez no usual hacia el cobre; lo que ori-
ging, en el higado, cirrosis; en los ojos, cambios patolégicos siguiendo al
depbsito de cobre; y en el rifén, el cobre no puede ser reabsorbido por-
que es intercambiado por oligopéptidos.

3—Existe una deficiencia de la céruloplasmina sérica; lo que puede
ser demostrado por métodos enzimdticos, inmunoldgicos, o por colorime-
tria directa. La céruloplasmina, al menos en su forma libre de cobre, es
demostrable en el suero de la mayoria de los pacientes con enfermedad
de Wilson, en poca cantidad. La reaccién cobre-oxidasa puede ocasional-
mente ser positiva.

La administracién de céruloplasmina o grandes transfusiones de plas-
ma, no ha sido efectiva en modificar el metabolismo anormal del cobre
en dichos pacientes. Podria considerarse que dichos experimentos fueron
realizados durante un tiempo demasiado breve, que no permitié lograr
resultados, o que la céruloplasmina suministrada fue saturada por el co-
bre. Es mas, si el defecto fundamental fuese simplemente una falta de
céruloplasmina, deberiamos esperar una conversion del cobre 64 o la
forma globulinica, o bien una temporaria reduccién en la excrecién uri-
naria del cobre; lo que no se ha conseguido.
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No coincidimos con este criterio. Pensamos nosotros que podria ocu-
rrir que, al principio, no solamente no hubiera una disminucién del co-
bre urinario, sino que el aporte de céruloplasmina pudiera determinar
una movilizacién de cobre, con aumento en la orina. Seria el suminis-
tro de la enzima por un periodo suficientemente largo, lo que determina-
ria la reduccién de los depdsitos de cobre y su disminucién en la orina.

Otra teoria ha sido postulada por Bearn (12} y mantenida por las
observaciones de Sass-Kartsak (13) y asociados. Argumentan que el co-
bre 64 fue transferido imperfectamente a céruloplasmina, en dos pacien-
tes con enfermedad de Wilson, que aparecieron con niveles normales de
céruloplasmina sérica.

En realidad no parece cierfo que la enfermedad de Wilson se de-
ba a un exceso de cobre, ya que dicha enfermedad no puede ser simu-
lada por la intoxicacidn con cobre.

Podria considerarse la posibilidad de que una forma anormal de
céruloplasmina sea sintetizada por el higado, en pacientes con enferme-
dad de Wilson, ya que por lo menos cuairo variedades de céruloplasmi-
na humana han sido identificadas. Sin embargo, Uriel (14} y colaborado-
res no fueron capaces de distinguir entre la céruloplasmina de la enfer-
medad de Wilson y la céruloplasmina de personas normales, usando pro-
cedimientos de inmunoelectroforesis.

Apartando los aspectos teéricos, el diagnéstico de la enfermedad de
Wilson estd basado en la combinacién de los siguientes datos: anillo de
Kayser-Fleischer, cambios neurolégicos asociados con enfermedad extra-
piramidal, cirrosis hepdtica, altas concentraciones de cobre en higado,
descenso de la céruloplasmina sérica, descenso del cobre combinado sé-
rico, descenso del dcido Urico sérico, hipercupremia, hiperaminoaciduria
e hipercalciuria.

Los pacientes asintométicos pueden ser reconocidos por: a) cérulo-
plasmina sérica: menos de 15 miligramos % (la cifra minima normal
en los pacientes masculinos de nuestro estudio, fue de 11.1 mg %); b)
excrecién urinaria de cobre de mds de 100 microgramos por via; ¢} un
nivel de cobre sérico (no en forma de céruloplasmina) de méas de 30 mi-
crogramos % (normal: alrededor de 5); d) un valor de cobre hepdtico de
més de 150 microgramos por gr. de peso seco (normal 25).

ESQUIZOFRENIA Y CERULOPLASMINA

Como le oimos decir a Kety en una conferencia, se ha tratado de a-
tribuir a un trastorno en la actividad de la céruloplasmina, la responsa-
bilidad del cuadro de la esquizofrenia. De alli que actualmente se esté
investigando activamente la posibilidad de una base metabdlica como
causa de esa enfermedad.

En 1956, Akerfeld (15) reporté que la monoamino-oxidasa sérica es-
td elevada en pacientes adultos con esquizofrenia, y consideré una ac-
tividad enzimética aumentada de la céruloplasmina, como responsable
de esta reaccién alterada. Reporté ademds, que la céruloplasmina sérica
estd aumentada en un 809% de los pacientes con esquizofrenia, y sélo
en un 3% de las personas normales.
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Desde entonces muchos investigadores se han dedicado al estudio
de la actividad de la céruloplasmina sérica en dichos pacientes, con re-
sultados diferentes. Recientes estudios realizados por Ruth Morris Back-
win {16), en nifios con esquizofrenia, nifios hospitalizades no esquizo-
frénicos, y nifos normales, han dado como resultado el conocimiento de
que la actividad de la céruloplasmina en el suero de nifos con esquizo-
frenia, no difiere de la de los nifos control; lo que estd de acuerdo con
observaciones recientes realizadas por otros en adultos. Sin embargo, se
ha conseguido una concentracién de cobre sérico persistentemente eleva-
do, en nifos esquizofrénicos. Recientes estudios han demostrado que en
adultos con esquizofrenia, la concentracién de cobre sérico es normal.

Como casi todo el cobre del suero estd normalmente ligado a la cé-
ruloplasmina, hallazgos de Rackwin presentan interesantes posibilidades:
1) La céruloplasmina de nifios esquizofrénicos podria ser menos activa en-
zimédticamente. 2} En nifios esquizofrénicos la mayor parte del cobre sé-
rico podria no estar ligado a la proteinas. 3} El suero de nifios esquizofré-
nicos podria contener un inhibidor de la actividad oxidativa del suero. 4)
Nifos normales o esquizofrénicos, podrian tener mas alto nivel de cobre
sérico que el adulto.

SINDROME NEFROTICO Y CERULOPLASMINA

Varios autores han encontrado cifras bajas de céruloplasmina séri-
ca en pacientes con sindrome nefrético. Se cree que se trata de un dé-
ficit de la enzima, consecutivo a la gran pérdida de proteinas que ocu-
rre en este sindrome, mds bien que a una alteracién relacionable pro-
piamente con la céruloplasmina.

Il — TRABAJO

En el presente frabajo nos proponemos determinar los niveles séri-
cos de céruloplasmina, en adultos normales en nuestro medio.

MATERIAL Y METODOS

Se hizo determinacién de céruloplasmina en el suero de 115 perso-
nas, de las cuales 76 fueron hombres y 39 mujeres; todos considerados en
condiciones normales.

Los 76 hombres fueron donantes del Banco de Sangre del Hospital
Universitario de Maracaibo, mientras que las mujeres fueron alumnas de
la Escuela de Medicina y Enfermerfa de Maracaibo.

Se excluyeron todos los factores capaces de modificar los niveles de
céruloplasmina sérica.

El método utilizado fué el de O. B. Rouchin.
Principio:

La céruloplasmina oxida el substrato, dihidroclorure de pfenilendia-
mina, transformdéndolo de su estado reducido incoloro, a la forma oxi-
dada de color violeta. Después de incubacidn del suero con el subsirato,

— 871 —



bajo condiciones controladas, la actividad enzimética es inhibida con 4zi-
da de sodio (Na. N3). Debido a que el dihidrocloruro de pfenilendiamina
(P.P.D.) sufre autooxidacién espontdneq; la prueba siempre debe ser a-
companada de un reactivo blanco y un suero control.

Reactivos:

1—Buffer de acetato {fuerza idnica de 1.2, Ph 5.2+ 0.05). 20 cc.
de 4cido acético glacial mds 163 gr. de acetato de sodio (Na C 2 N3 02,
3H20) diluido hasta un litro, con agua desionizada.

2—0. 1% de PPD. Preparar diariamente disolviendo 10 mg de PPD
en 10 c.c. de buffer de acetaio.

3—0.02% de dzida de sodio. Preparar diariamente disolviendo 10 mg.
de dzida de sodio en 50 c.c. de agua desionizada.

Procedimiento:

1—Colocar un c.c. de PPD al 0.1%, recién preparada, en un tubo
para el reactivo blanco, otro c.c. en un tubo para el suero control, y otro
c.c. en un tubo para la prueba. Marcando los tubos: RB — C — P.

2—Colocar 0.1 c.c. de agua en el tubo RB.

3—Colocar 0.1 c.c. de suero en cada uno de los tubos restantes.

4—Inmediatomente se le agregan 5 c.c. de 4zida de sodio en el tu-
bo control “C"”", y se mezcla por inversién.

5—Luego se incuban los tubos en bafo de Maria a 37¢ C, por 15
minutos.

6—Inmediatamente después de la incubacién se le agregan 5 c.c de
dzida de sodio en el tubo de la prueba.

7—Luego se hace la lectura de la densidad éptica, utilizando una
longitud de onda de 524 milimicras en un espectrofotémetro Beckman
D.U.

Caélculos:

La concentracién de céruloplasmina es expresada en mg % usan-
do la siguiente férmula: Y = A+ BX.

y = céruloplasmina en mg. % c.c.
x = densidad éptica determinada
a=-1.7

b = 150

RESULTADOS

los coeficientes estadisticos para ambos grupos son los siguientes:

Para hombres:
Media Desviacién Standard Coeficiente de Variacién  Cifras Extremas
25.5 7.2 28.29% 12.0 — 46.3
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Para mujeres:

29.9 6.5 21.6% 16.3—44.8

Aplicando a los valores hallados el grado de variacién que nos da
la Desviacién Standard tendremos los pardmetros que encierran las cifras

normales, que son las siguientes:

Para hombres: de 11.1 a 39.9 Mgrs. %
Para mujeres: de 16.9 a 42.9 Mgrs. %

COMENTARIOS

En el andlisis de los resultados anteriormente expuestos observamos
una diferencia entre las cifras halladas para ambos sexos, mas signifi-
cativa en el limite minimo que en el médximo, siendo los niveles més ba-
jos para los hombres.

Vemos también que nuestros valores no concuerdan, aunque sin una
notable diferencia, con los hallados por algunos autores en otros paises.
Comparéndolos con los dados por Houchin (cuyo procedimiento es el se-
guido por nosotros en este trabajo) en los EE. UU. es de 15 a 35 mg.%
con una media de 25, encontramos para el grupo de mujeres valores li-
geramente superiores; 26 de los 39 casos, o sea el 66,6 %, tienen una ci-
fra por encima de dicho promedio.

Para el grupo de hombres observamos una elevada variedad, que a
pesar de permitir una media casi igual de 25.5 hace bajar la cifra limite
inferior al mismo tiempo que sube la superior.

Cartwright y col. (6} reportan cifras entre 23 y 44 mg. %. Los grdéfi-
cos 1 y 2 muestran la distribucién de frecuencia, notando que aun cuan-
do es normal para ambos grupos, el de mujeres sigue casi una perfec-
ta curva de Gaus, en la cual el 98.6% de las determinaciones estdn den-
tro de 2 Desviaciones Standard de la media aritmética. En los hombres,
el porcentaje dentro de los parédmetros de normalidad de la curva, es de
94.1%. El grafico No. 3 muestra la distribucién de los casos por edades,
observéndose que la cifra promedio de céruloplasmina fue de 22,4 mgs. %
enire los 15 y 20 anos; 24.9 mgs. % entre los 20 y 30 afios; 27.1 mgs. %
entre los 30 y 40 afos; 22.6 mgs. % entre los 40 y 50 ofios; y 28.6
mgs. % enire los 50 y 60 afos.
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CONCLUSIONES
1. Las cifras de céruloplasmina sérica, en adultos en nuestro me-

dio, pueden ser consideradas normales si estdn entre 11.1 y

42.9 mgrs. %.

2. En las zonas limites de la normalidad, puede tener cierta im-
portancia la diferencia de sexo. Cifras ligeramente inferiores a
la minima normal, serdn mas patolégicas para una mujer que
para un hombre. Cifras ligeramente superiores a la méaxima

normal, serdn mds patolégicas para un hombre que para una
mujer.

1—Se hacen consideraciones sobre la céruloplasmina y su relacién
con diferentes enfermedades: Enfermedad de Wilson, Esquizofre-

nia, Sindrome Nefrético.

2-—Se determiné la cifra de céruloplasmina sérica en 115 adultos

RESUMEN

normales (76 hombres y 39 mujeres).

3—En nuesiros casos femeninos, tanto la cifra limite inferior nor-
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mal como la superior, son mas elevadas que las referidas por
otros autores.

4—En nuestros casos masculinos, la cifra limite normal inferior es

més baja, y la superior més alta, que las referidas por ofros au-
tores.
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