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Recientemente, se ha establecido (1) que el -
cobre juega un papel importante en la Biogquimica de la ma-
teria viva, ya gue es uno de los constituyentes principa——
les de muchas enzimas, como es el caso de la ceruloplasmi-
na, que contiene el 98 % del cobre sérico en el humano, —-
Del contenido total de cobre en el organismo humano, casi-
toda estd incorporada en protélnas y una pequenisima parte
estd asociado al RNA del higado. La principal funcifn del
cobre, es actuar como un agente catalitico en el metabolis
mo. Los factores que afectan su concentraci6n en los te-
jidos (6) son: la dieta, la edad, las hormonas, el embara-
z0 y algunas alteraciones patol6gicas.

La ceruloplasmina es una proteina con una mo-
vilidad electroforética de alfa 2 globulina. Contiene 8-
&tomos de cobre por molécula 6 032 mg % y tiene un peso ——
molecular de 151,000. El contenido de esta enzima, es —-
constante en un individuo sano (2), y en el caso de una de
ficiencia de cobre existe decremento de ella.

Holmberg y Laurell (3), han encontrado que la
ceruloplasmina, es de gran importancia en el almacenamien—
to y transporte de cobre en el caso de animales superiores.
A esta proteina corresponde el 3 % de la totalidad del co
bre del organismo (3).

Debido a la importancia dada en laactualidad,
tanto al cobre como a la ceruloplasmina como anotamos en -
parrafos anteriores y siendo poco estudiados, nuestro estu
dio tiene como objetivos principales:

a).- Establecer la correlacifn existente en -
tre el cobre sérico y la ceruloplasmina,
por los métodos de Batocuproinato para -




cobre y de para-fenilendiamina (PPD) pa-
ra ceruloplasmina.

Establecer los parédmetros de sensibili——
dad, recuperacibn, desviacitn estdndard,
confiabilidad y reproducibilidad del mé-
todo de Batocuproinato para la determina
cién de cobre y del {PPD) para cerulo-—-
plasmina.

Estudiar una poblacibn de la Ciudad de -
México, para determinar el rango de valo
res normales de cobre y ceruloplasmina.

Determinar la relaci6n y alteracidén de -
estas pruebas en: hipoproteinemia y hepa
titis.



GENERALIDADES




COBRE

El cobre se identific6 hace 140 afics y fugé --
considerado como un contaminante; sus sales fueron emplea-
das en la antigliedad en la terapia de enfermedades de los-
ojos (3). El cobre inactiva algunas enzimas al reaccio——
nar con sus grupos sulfhidrilo, por lo cual, es t6xico en-
exceso.

Este pertenece a la familia de elementos lla-
mada " SERIE DE TRANSICION " (3) y existe en 3 estados: -
libre, &tomo neutro y como i6n cuproso 6 clprico (3). Ade-
més tiene 3 caracteristicas quimicas, gue son muy importan
tes para los procesos metab6licos: en primer lugar, los -
iones de cobre reaccionan con aminodcidos o proteinas, més
fuertemente que otros iones met&licos y por lo tanto forma
guelatos de mayor estabilidad. En segundo lugar, el co——
bre es un agente catalitico excepcionalmente activo y ter-
cero, la flexibilidad de sus estados de ionizacién (3).

Los compuestos gue contienen cobre ifnico, ad
guieren una gran capacidad de oxido-reduccién, actuando -
como catalizadores de este tipo de reacciones.

La citocromo-oxidasa s una cuproproteina gue
se encuentra en las mitocondrias, dbnde tiene un papel cen
tral en la cadena del transporte de electrones (3). La -
tirosinasa, otra cuproproteina, es la gue controla la pig-
mentacién de la piel del hombre; se localiza en los melang
somas citopldsmicos o0 grdnulos pigmentados del melanocito-
(3). La Gnica porfirina de cobre, es un pigmento rojo bri
llante llamado turacina, que se ha descubierto en las alas
del touraco (p&jaro africano). Caracoles y pulpos (molus
cos), cangrejos y escorpiones (artr6podos), son los Gnicos



animales con sangre azul, debido a que tienen una cupropro
teina en la sangre, que es la transportadora de oxigeno, -
llamada hemocianina (2).

Los requerimientos de cobre en el humano adul
to, son de 2mg/dia y en el nifio de 0.05 mg/Kg de peso/dia.
La concentraci6tn de cobre de todo el cuerpo en un recién -
nacido, es tres veces mayor que la de los adultos (7), pe-
ro el cobre sérico, es mis bajo en aguél que en los adul--
tos, debido al bajo contenido de ceruloplasmina en el plas
ma.

En las mujeres embarazadas y en los fetos, se
ha encontrado hipercupremia e hipocupremia respectivamente,
causadas por un aumento o disminuci6n de la ceruloplasmina
en el suero (12).

La distribucién de cobre (7) en el humano -—-
adulto, es de un total de 100- 150 mg; se encuentra en ma-
yor proporcib6n en el higado, decreciendo en rifibn, corazén,
cerebro, péncreas, tracto intestinal, pulm6n, bazo, miscu-
lo, piel, gléndulas adrenales, hueso y sangre.

Las concentraciones més altas de cobre, estan
en la carne y luego le siguen las frutas y vegetales. La
leche humana, contiene 10-70 ug Cu/100 ml y la de vaca --
5-400 ug Cu/100 ml (3).

Las dietas animales, ya sean altas o bajas en
cobre, causan los correspondientes cambios en su concentra
cién en la sangre y 6rganos. Los tejidos mé&s sensibles -
del hombre a la radiacibtn, son los que tienen menor conte-

nido de cobre: bazo y pancreas (3). Una deficiencia de-
cobre sérico en animales, hace que se reduzca la sintesis-
de hemoglobina y aparecen sintomas de anemia. También se ha



reportado, que al fraccionar células de higado de ratas —
(7), existe una alta concentracién de cobre en las mitocon
drias y en las protéinas solubles del sobrenadante claro -
(ribosomal). Existe una concentraci6n menor en la frace-
cibn nuclear y microsomal. La mayor parte del cobre, apa
rece como no dializable. Cuando se inyecta sulfato de co
bre, aumenta su contenido en el ndcleo y mitocondrias. Des
pués de una hipofisectomia, hay un aumento en la concentra
ci6bn en el nlcleo, mitocondrias, microsomas y sobrenadante.
Las hormonas del crecimiento, tienden a neutralizar este -
efecto.

Cuando se inyecta una solucifn de cobre al hu
mano, se combina primero con la albdmina del suero, en el-
flujo sangulneo, y luego es absorbido rapidamente por el -
higado, reapareciendo en el suero en forma de ceruloplasmi
na (3). La principal fuente del cobre urinario, es por -
la unién albdmina-cobre.

La bilis, es la via de excrecién normal, - ——
35-205 ug/100ml. En orina se excretan de 4-30 ug/dia y -
en el flujo menstrual 20ug/dia. Ademds, se ha comprobado
que el cobre se absorbe en la parte mds alta del tracto ——
alimenticio, y, que los complejos neutros o anibnicos orgé
nicos, se absorben més répidamente gue los de tipo i6nico,
dados como sulfatos (3).

En la enfermedad de Wilson (5), los niveles -
s€ricos.de ceruloplasmina estan muy por abajo de lo normal,
por lo gue el cobre se acumula dentro de los tejidos. Se
ha usado como droga a la penicilamina, para atrapar al co-
bre de los tejidos. El padecimiento, generalmente empie-
za durante la adolescencia y se hereda de una manera rece-
siva autosomal. También hay desorganizacifn de la regidn



lenticular del cerebro, signos de cirrosis hepdtica y apa-
rece un anillo café o gris verdoso en el borde de la cOr--—
nea, debido a los atimulos de cobre, depositados en estos-
6rganos. Existe también en esta enfermedad, aminoacidu-—-
ria, glucosuria, uricosuria, fosfaturia, polipeptiduria, -
cuprouria elevada, proteinemia, fosfatemia, hipouricemia,-
e hipocupremia.

Un nimero de métodos histoquimicos, no han —
funcionado, para encontrar cobre en tejidos normales, pero
gl método del &cido rubeénico, ha sido aplicado al cerebro
higado y cbrnea en la enfermedad de Wilson. En el cere—-
bro, el cobre se localiza en las células nerviosas; en el-
higado en las células parenguimatosas y en la cfBrnea esta-
en la sustancia propia, lo mismo gue en la membrana de Des
cemet.

En la figura No. 1, se muestran los principa-
les pasos metabdlicos del cobre, relacionados con la ceru-
loplasmina, y que son controlados por el sistema neuroendd
crino. Casi cerca del 25 % el cobre ingerido, se absor-
be a través de la parte mds alta del intestino delgado, el
clGal, primero aparece en el plasma como i6n clprico, excre
téndose Unido a la albdmina. Dentro de las dos primeras—
horas de su ingestitn, el aumento inicial del cobre total-
en el plasma, es seguido por una cafida violenta y luego un
aumento secundario, el cuil continla por 3 dias; el movi——
miento posterior, es debido a la presencia del cobre en la
ceruloplasmina. Durante el aumento inicial y la caida er
el plasma, hay una continua incorporacibdn de cobre por las
células del higado, dbnde se piensa, se llega a unir a una
cuproproteina (L—6D), gue se encuentra en la fracci6n del-
sobrenadente de células de higado centrifugadas, y asi més
tarde, utilizarlo principalmente en la sintesis de cerulo-
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plasmina en las microsomas, y ser descargado a una veloci-
dad uniforme dentro de la circulacibn; el cobre, entra a -
la molécula de ceruloplasmina, solamente al tiempo de la -
la sintesis y permanece incorporado hasta la destruccifn -
metabblica de la molécula.

La excreci6n de cobre y sus productos de des-
truccifn metab6lica, son a través del tracto biliar y gas-
trointestinal, por lo que aparentemente esta enzima, no —-
funciona como un mecanismo de transporte del cobre, excep-
to guizés para conducirlo del higado a algln sitio para —-
gque salga, ya sea hacia la bilis o al tracto gastrointesti
nal (18).

La vida media biol6gica, relativamente corta-
de esta protéina (valores de 100-130 hrs. y 8-10 dfas), y-
el hecho de que una cantidad de cobre casi igual al ingeri
do, aparece en las heces, (se absorbe cerca del 25 %) hace
gue se sostenga la accifn transportadora de la ceruloplas-—
mina (18).

CERULOPLASMINA

Esta enzima, fué aislada por primera vez en -
1948, por Holmberg y Laurell (9).. Es una proteina azul -
(el cobre o los &tomos de éste en el estado clprico, pro--
porcionan este color) (12). Una molécula contiene 8 &to-
mos de cobre, unidos irreversiblemente in vivo (18); su —
proteina total es del 0.03% y se forma enel higado (9). Una
pegueria cantidad estédenel higado y rifionés, lo demés eéncl
plasma. E1 sistema nervioso central, bazo, bilis y homaties
no la contienen (12). El cobre de la ceruloplasmina, normal
mente no se filtra a través del rifi6n (18), pero la enzima
es.excretada en la orina después de un esfuerzo fisico.
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Se han aislado 2 principales componentes de -
la ceruloplasmina, una fracci6n "C",gue comprende el 80 %,
con peso molécular de 148,000 y una fraccién "D", que com-
prende el 20 %, con peso molécular de 125,000 &sta Gltima,
estd compuesta al menos de 3 sub-fracciones (18). Estas —
fracciones, contienen diferentes cantidades de cobre y he-
xosa. Han sido demostradas 4 especies moleculares, por -
separacién cromotogréfica y electroforética; dos de ellas,
difieren por un residuo de amino&cidos (18). La apoceru-
loplasmina contribuye del 10-20 % de la ceruloplasmina.

La ceruloplasmina muestra actividad oxidasica
in vitro hacia muchas aminas incluyendo epinefrina, 5-.hi-
droxi triptamina y dihidroxi fenilalanina (10). Esta acti
vidad oxidésica, esté& asociada con un cambio de valencia—-
ciclica entre el estado clprico y el cuproso, en la mitad-
de los 4 4tomos de cobre en la molécula (10). Los restan
tes 4 &tomos, se cree gque permanecen en estado’cuproso (92
tos, parece que juegan un papel en la uni6n con el sustra-
tm)s Cuando la enzima est& en el estado cuproso, los 4 -
dtomos de cobre que estén intercambiando sus valencias, es
tan muy juntos. Los &tomos de cobre se encuentran en una
fisura de la protéina. Esta es débilmente activa con sus
tratos biolbgicos en concentraciones fisiol6gicas, y no se
le han demostrado funciones oxidativas in vivo (18).

Se ha demostrado recientemente, que la cerulo
plasmina no s6Blo sirve como reservario de cobre, sino que-—
también actda como catalizador en la oxidacifn de histami-
na, adrenalina, noradrenalina, serotonina, &cido ascbrbico
y glutati6n. Curzbn (17), report6, que esta protéina, ——

puede catalizar la oxidaci6n de Fel+ a Fe3+(Forma oxidan—-—
te), y shigemasa y colaboradores lo confirmaron, por lo -

cual se le ha llamado también, con el nombre de Ferroxida-
sa. Estos mismos cientificos, encontraron, que sin la —--
ayuda de ella, los animales no sintetizan la transferrina-
lo suficientemente ré&pido, para suplir al fierro requerido
para la formacibén de hemoglobina y otras proteinas, conte-
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niendo fierro (3). También se ha demostrado gue no atra-
viesa la placenta, y que su concentracibén en suero, estd -
relacionada a la habilidad del higado para sintetizar la -
proteina. Como la albdmina, se piensa también, gue €sta-
proteina se sintetize en el higado, lo cuil supondria una-
relacién entre alblmina y ceruloplasmina, pero no se ha en
contrado (14). Esta proteina en el sueroc del cordén umbi
lical, es la mitad del valor encontrado en sujetos humanos
normales, y aproximadamente, s6lo un tercio del valor en -
la mujer al final del embarazo (12). Los nifios, tienen -
disminuida la capacidad para sitetizar esta enzima o para-
liberar la proteina sintetizada dentro de la sangre (8); -
peroc al primer afio de vida, alcanzan el nivel de los adul-
tos (7).

Shimizu y colaboradores (3), han reportado —-
gue la inyeccién de ceruloplasmina, es efectiva, en el tra
tamiento de ciertos tipos de anemias.

Los estrfigenos y andrégenos, aumentan su con-

centracién, también la de cobre.

LA CERULOPLASMINA Y COBRE EN DIFERENTES
ESTADOS PATOLOGICOS

En las enfermedades de Wilson y Kwashiorkor,-
los niveles de ceruloplasmina y cobre sérico estén bajos -
(8). En las disproteinemias de la infancia y sindrome ne
fréotico (7), la ceruloplasmina ademds de estar disminuida,
se excreta en concentraciones altas por la orina (dnico -
caso). En el infarto del miocardio y artritis, la cerulo-
plasmina y cobre sérico estén elevados. En la cirrosis -
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viesa la placenta, y que su concentracifn en suero, estd -
relacionada a la habilidad del higado para sintetizar la -
proteina. Como la albdmina, se piensa también, que esta-
proteina se sintetize en el higado, lo cudl supondria una-
relacién entre alblmina y ceruloplasmina, pero no se ha en
contrado (14). Esta proteina en el suero del cordbén umbi
lical, es la mitad del valor encontrado en sujetos humanos
normales, y aproximadamente, s6lo un tercio del valor en -
la mujer al final del embarazo (12). Los nifios, tienen -
disminuida la capacidad para sitetizar esta enzima o para-
liberar la protefna sintetizada dentro de la sangre (8); -
pero al primer afo de vida, alcanzan el nivel de los adul-
tos (7).

Shimizu y colaboradores (3), han reportado —-
que la inyeccién de ceruloplasmina, es efectiva, en el tra
tamiento de ciertos tipos de anemias.

Los estrfégenos y andrbégenos, aumentan su con-
centracién, también la de cobre.

LA CERULOPLASMINA Y COBRE EN DIFERENTES
ESTADOS PATOLOGICOS

En las enfermedades de Wilson y Kwashiorkor,-
los niveles de ceruloplasmina y cobre sérico estéan bajos -
(8). En las disproteinemias de la infancia y sindrome ne
frético (7), la ceruloplasmina ademis de estar disminuida,
se excreta en concentraciones altas por la orina (ﬁnico -
caso). En el infarto del miocardio y artritis, la cerulo-
plasmina y cobre sérico estén elevados. En la cirrosis -
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portal, .sucede lo anterior pero a nivel hepético (5). En
la glomerulonefritis, anemia, embarazo, tirotoxicosis y —--
por administraci6n de triyodotironina (en enfermedades men
tales), el cobre sérico est& elevado.

Los fArmacos antitiroideos, bajan la concen——
traci6n de cobre en la sangre, por lo gue la tiroxina apre
sura el proceso para volver a la normalidad; ésto sugiere-
gue el nivel de hormonas tiroideas, regulan la concentra--
ciébn sanguinea en algdn grado (3).

En hepatitis viral, los niveles séricos de ce
ruloplasmina,a veces aparecen bajos y regresan a la normali
dad cuando el cuadro clinico también lo hace; los reportes
de esta proteina en hepatitis viral, son escasos y contra-
dictorios.

HEPATITIS VIRAL EN SU FORMA PURA.- Es de -
poco valor diagnéstico la determinacién de ceruloplasmina.
Los valores mas altos, ocurren durante la primera semana——
después del comienzo de la ictericia; en las siguientes —-
dos semanas, se presenta un decremento gradual en los valo
res de ella; a la cuarta semana, retornan a la normalidad.
Durante la primera, segunda y tercera semanas de ictericia
el aumento en la ceruloplasmina es estadisticamente signi-
ficativo, si se compara con los valores de individuos sa--—
nos. Los valores de ceruloplasmina, aumentan conjuntamen
te con la T.G.0.; los valores elevados, indican una reac——
cibn del organismo a la inflamacidn, necrosis o tumores ma
lignos. En comahep&tico decrece esta proteina, debido a-
la hepatitis epidémica.

La diferencia entre niveles de cobre y cerulo
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plasmina, es significativa, con excepci6n de los valores -
observados durante la primera y gquinta semanas de ictericia,
parece ser, que el cobre sérico no corre paralelamente con
ésta enzima, durante todo el tiempo de la enfermedad (10).

HEPATITIS VIRAL CON COMPLICACIONES.- Los ni-
veles de ceruloplasmina son muy altos, y permanecen asf —
por un largo periodo en complicaciones como diabetes, tu—-
berculosis y embarazo. En hepatitis: complicada con tuber-
culosis, los valores son parecidos a los encontrados en la
hepatitis en su forma pura. (10).

Las enfermedades hep&ticas severas, ya sean--
agudas o cronicas,pueden estar asociadas, con una caida, -
en el nivel de la concentracién de ceruloplasmina, con el-
rango encontrado en la enfermedad de Wilson (por abajo de-
15 mg/100ml); debiéndose quizds, a las fallas de las fun——
ciones de sintesis del higado, Parece como gue la habili
dad del higado, para sintetizar proteinas, fuera severamen
te afectada, antes que la de ceruloplasmina (15).

Una carencia de aminodcidos para la sintesis-
de protelinas, parece influenciar el nivel de ceruloplasmi-
na como en el Kwashiorkor; en estados de malabsorcién, por
la baja absorci6n del cobre, siendo la causa principal, de
la reducecién de los valores de ceruloplasmina, y retorna a
la normalidad, cuando se inyecta Cuggintravenosamente (18).

Aparte de la capacidad del higado para sinte-
tizar proteinas, es obvio gue intervienen otros factores,-
en la regulacién, de los niveles de ceruloplasmina. Esto,
se ilustra con el hecho, de gue pacientes con cirrosis se-
vera, pueden presentar valores normales o anormales (altos
o bajos) (18).
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En la ausencia de embarazo o estimulo estrogé
nico, la elevaci6n de niveles de esta protefna (65mg/100ml),
usualmente indica una enfermedad hepética. En el caso, -
de no existir padecimiento hep&tico marcado, y en indivi—-—
duos gue son heterocigotos para el gene de la enfermedad -
de Wilson, la enzima estd disminufda (18).

ICTERICIA OBSTRUCTIVA.- La ceruloplasminga——
muestra un aumento (0.68%0.19), bastante significativo, en
comparaci6n con personas sanas (13).

Existe una correlacidn estadisticamente signi
ficativa, entre los valores de cobre y los de ceruloplasmi
na (P mayor de 0.001). Hay niveles més altos de cobre y -
ceruloplasmina, en ictericia obstructiva.que en hepatitis-

viral (13). Estos, dependen del estado de la severidad -
de la hepatitis, y son de wutilidad, para diferenciar es—-
tos procesos patolégicos. No podemos distinguir entre he

patitis viral e ictericia obstructiva, exclusivamente por-
los niveles de ceruloplasmina,

Hay un aumento de la enzima, en cirrosis bi--
liar primaria y secundaria y asf como en obstrucciébn de —-
conductos biliares, lo cufl puede considerarse como una -
reaccibn general del organismo a una inflamacién o tumor -
(18).

RECIEN NACIDO.- Los valores encontrados de -
esta proteina en el recién nacido, no muestran dependencia
del peso, ni de la estatura del nifio, ni de la duracién de
su vida fetal (12). El valor bajo en la sangre fetal, pa
rece ser el resultado de una capacidad disminulda, o de un
higado funcional y morfolfgicamente inmaduro para sinteti-
zar el apofermento de la enzima. (12).
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Los niveles de cobre y ceruloplasmina del ni-
Ao, nacido de madre desnutrida, son menores gue en el re——
cién nacido de madre bien alimentada. El higado de nifios
de poco peso, al nacimiento tienen reducida la capacidad -
de sintesis de proteinas (14).

En nifios con estados avanzados de desnutri-—-
ci6bn, las actividades de ceruloplasmina y alfa 2 globuli--—
nas, estan disminuidas. Esta proteina junto con otras ——
globulinas, aumentan durante el embarazo al igual gue el -
cobre, El aumento asociado con el embarazo, no se modifi
ca por el estado nutricional de la madre, La baja activi
dad, observada en infantes de madres desnutridas, debe ser
un reflejo de la baja capacidad del higado fetal, para sin
tetizar ceruloplasmina, y ésto refleja también, gue el es-
tado funcional del higado, est& sostenido por el alto gra-
do de correlacitn entre la actividad ceruloplasminica y —-
los niveles de albdmina (14).
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METODOLOGIA
CERULOPLASMINA:

En general, los métodos gue utilizan la para-
fenilendiamina (PPD), para medir la ceruloplasmina, son —-—
més sensibles que el usado por el cambio de absorbancia a-
610 nm., antes y después de decolorar con &cido ascbrbico-
0 cianuro, y més precisos gue midiendo la enzima por inmu-
nodifusién o por oxidacib6n enzimé&tica de fierro. Los di-
ferentes métodos que utilizan PPD, difieren considerable--
mente en las condiciones de reaccién (10).

La reaccib6n de PPD-oxidasa, estd sujeta a una
fase LAG (crecimiento), debido a la oxidacién del &cido as
cbrbico del suero; para evitar esta fuente de error, el -
tiempo de la reaccibn es retrasado hasta después de la fa-
se LAG, gue dura m&s o menos un minuto (10).

La longitud de onda 6ptima, es de 530 nm. E1
pH 6ptimo es de 5.45 en humanos y de 5.2, para ceruloplas-
mina en ratas (10). A pH 5.4, la ceruloplasmina cataliza
la oxidaci6bn de PPD, para dar un producto colorido, el -—-
cuédl, se cree corresponde a la Base de Bandrowski o a Wuer
ster's red. La velocidad de formacibn del producto colo-
rido de oxidacién, es proporcional, a la concentracién de-
la ceruloplasmina (10).

Los fosfatos, a concentraciones de 0.1 mol/1,
inhiben ligeramente a la ceruloplasmina humana, en cambio-
a la de rata, la inhiben totalmente (10). La azida de so
dio, inhibe la oxidaci6n enzimatica del PPD y es el inhibi
dor més fuerte de ésta enzima (ceruloplasmina humana); en-
esta inhibicibn, existe reversibilidad (Curzon 1966). El
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i6n cloruro del PPD, causa inhibicién de la reaccién de -
PPD-oxidasa (10).

El oxIgeno atmosférico, no afecta la oxida-—-
cidn enzimAtica del PPD.

El radical libre colorido DPD+, es el gue oxi
da la ceruloplasmina. La penicilamina, destruye este ra-
dical y el dietilcarbamato lo decolora répidamente (17).

En 1956, fué reportado un método colorimétri-
co para ceruloplasmina, basado en la oxidacién enzimatica-
del PPD, como una prueba préctica en el diagn6stico tempra
no de la Degeneraci6n Hepatolenéicular, en la cudl, una ——
profunda deficiencia de esta metaloproteina es altamente -
especifica. Esta prueba, no fué lo suficientemente preci
sa, para permitir la aplicacién de observaciones seridas,-—
de alteraciones menos marcadas en la actividad ceruloplas-
minica (2).

Se ha descrito otro método que usa N,N*' dime-
til PPD o bencidina, en conjunto con concentraciones mayo-
res de suero en la reaccifn. La bencidina, no es muy sen
sible como sustrato para ceruloplasmina, ya que requiere -
de 12-24 hrs. de incubacibn, para gue pueda leerse espec--—
trofotométricamente.

La introduccibn de sutratos endbgenos como ——
&cido ascérbico (en el suero), interfiere, ya que compite-
con la oxidaci6n del PPD (2),

Se ha notado, que el suero de varios animales,
presentan fuertes reacciones con el anticuerpo del conejo-
contra la ceruloplasmina humana (16).
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La ceruloplasmina del Rhesus, aparentemente,-
posee la mayorfa de los determinantes antigiénicos de la -
proteina humana (14).

La reaccibn cruzada de Ouchterlony, indica —-
gue el conejo ha formado cuatro diferentes anticuerpos a -
la ceruloplasmina humana. Esta es antigénicamente comple
ja (14).

La apoceruloplasmina, forma dos diferentes ——
bandas de precipitacién y la protefina nativa, forma solo -
una. Uno de los precipit6genos de la apoproteina, es in-
munol6gicamente similar, al componente formado de la ceru-
loplasmina, en el tratamiento con ascorbatoc y mercaptanos-
(18).

COBRE ¢

En 1940 ,Eden y Green, introdujeron un método-
para la determinaci6n de cobre, utilizando el dietilcarba-
mato. Es un método, de carbonizacibn himeda del material
problema (5).

En 1956, Gran introdujo la oxalildihidrazida-
como un reacitvo sensible para la microdeterminacién espec
trofotométrica de cobre en papel, y Stark y Dawson, ia —
aplicaron a la determinacién, en preparaciones purificadas
de oxidasa del cobre (ceruloplasmina) (6). Mas tarde, en
1960, Eugen Rice, compar® los métodos de Batocuproinato y-
Oxalildihidrazida para determinacién del cobre (4), y re--—
porté que el segundo método, sblo sirve para determinacio-
nes de cobre sérico, en cambio el de Batocuproinato, puede
utilizar suero, plasma, orina y sangre total y es ademés,-
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micrométodo més preciso, confiable, fécil de realizar y ba
rato.

Después de los expuesto anteriormente, se ve-
gue las determinaciones de cobre y ceruloplasmina, son de-
utilidad clinica, ya que sus niveles y la relacibr entre -
ellos, sirven de gula en el diagnfstico de diversas enfer-
medades, aunque hasta ahora, s6lo se han utilizado como —-
diagn6stico en la enfermedad de Wilson.
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El material biol6gico cbtenido en nuestro tra
bajo, fué suero sanguineo, tomado en condiciones basales -
de 287 nifios, pertenecientes al Hospital del Nifio I.M.A.N.

El suera estuvo libre de hemélisis y precesa-
do a los 60 minutos después de haber sido obtenido.

Se dividi6 el trabajo en seis puntos:

1.-

Obtener el andlisis de sensibilidad repra
ducibilidad, desviacifn esténdard, recupe
raci6bn, espectro de absorcién y confiabi-
lidad del método de Batocuproinato para -
la determinacibn del cobre, utilizando ——
una solucién patrén y un suero tomado al-
azar.

Se estudiaron las caracteristicas cinéti-
cas del método de dihidroclorurc de para-
fenilendiamina (PPD) para ceruloplasmina;
pH 6ptimo, concentracién 6ptima de sustra
to,concentracién 6ptima de azida, tiempo-
6ptimo de incubacién y concentracién Gpti
ma de suero. Al mismo tiempo, se deter-
minaron la reproducibilidad, recuperaci6n,
espectro de absorcibn y desviacifn estan-
dard.

Estudio de 287 muestras, en las que se de
terminaron cobre y ceruloplasmina para --
ver la correlacién entre ellos.

Estudio de 90 muestras de nifios "clinica-
mente sanos", para establecer valores nor
males.
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5.- Estudio comparativo de 60 casos, de los -
métodos, del PPD e inmunol6gico para ceru
loplasmina, para determinar la confiabili
dad de los mé&todos.

6.- Se estudiaron 23 sueros de nifios con hepa
titis y 70 sueros de nifios con hipoprotei
nemia, con objeto de ver las variaciones-
de cobre y ceruloplasmina existente en es
tos padecimientos.
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DETERMINACION DE COBRE
B. Zack y J. W Landers.

( Método de Batocuproinato )

I.- FUNDAMENTO:

El cobre en el suero se separa de la cerulo——
plasmina y otras proteinas por hidr6lisis é&cida; ya despro
teinizado, es reducido con &cido ascOrbico y determinado -

fotométricamente como un complejo colorido amarillo-café -
de Disulfonato de Batocuproina.

II.- MATERIAL BIOLODGICO:
a) Suerc humano.

III.- MATERIAL Y EQUIPO:

a) Tubos de vidrio de 8 x 75 mm.

b) Micropipetas Eppendorf de 10, 50, 100 y 200 ul.
c) Agitador mecénico.

d) Centrifuga.

e) Celdillas.

f) Espectrofotémetro: nosotros utilizamos el CARL ZEISS pM
4.
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IV.- REACTIVOS:
a) HC1 1.0 N.

b) Acido triclorocacético 3 M.: Disolver 49g. y aforar a ——
100 ml con agua bidestilada.

c) Solucién ce &cido ascérbico al 10 %

d) Reactivo de color:- Disolver 30 mg. de disulfonato de -
batocuproina dis6dica en 100 ml de solucibfn de acetato-
de sodio 3.3 M.

e) Solucién patrén de cobre.: Diluir al patrén comercial -
de cobre con agua bidestilada a tener una concentracién
de 250 ug/100 ml.
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V.- PROCEDIMIENTO:

l.- Pipetear 200 ul de suero y 200 ul de HCl en un tubo -
para microprueba.

2.— Mezclar con vibrador y dejar reposar 30 minutos a tem-
peratura ambiente.

3.- Afadir 50 ul de &cido tricloroacético.
4.- Mezclar, dejar reposar unos minutos y centrifugar.

5.~ Pipetear en otro tubo de microprueba 200 ul del sobre-
nadante y 10 ul de &cido ascérbico.

6.- Mezclar y dejar reposar 5 minutos a temperatura ambien
te.

7.— Afadir 100 ul del reactivo de color. - . Mezclar y leer-
en abosrbancia después de 5 minutos o mds a 420-440 nm.
contra agua.

BLANCO,- 200 ul de agua bidestilada.

PATRON.- 200 ul de la solucibn patr6én de cobre.

VI.~ CALCULOS:

A muestra — A de blanco x 250 ugCu/100 ml de suero

A patr6n - A de blanco

VALORES NORMALES = 90-130ugCu/100 ml de suero.
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DETERMINACION DE CERULOPLASMINA
Herbert A. Ravin.
( Método de para—fenilendiamina ppD )

I.- FUNDAMENTO:

En presencia de la ceruloplasmina, el ppD es-
oxidado a un cromégeno violeta. Se ha demostrado, gue el
pigmento formado en el procedimiento de determinacitn del-
ppD para andlisis de la ceruloplasmina, tiene un espectro-
de absorci6n idéntico al de la Base de Bandrowski, con un-
m&ximo de absorcién a 530 nm. Asf, la normalizacibn de la-
actividad ceruloplasminica en forma de unidades enzimdti-—-
cas internacionales, es factible gracias al empleo de solu
ciones patrones de Base de Bandrowski. La Base de Bandro
wski, se sintetiza disolviendo 10 g. de ppD (recristaliza-
do en vez de su solucién bencénica), en 750 ml. de agua —-
gue contenga 3ml de NHqOH y, tratan o la soluci6n con 125~
ml de agua oxigenada al 3 %.

R
‘ NH

2

BASE DE BANDROWSKI
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- MATERIAL BIOLOGICO:

Suero humano no hemolizado ni hiperlipémico.

IIT.~ MATERIAL Y EQUIPO:

a)

Tubos de polietileno de 10 ml. o de vidrio siliconizados.
Pipetas graduadas de 5 y 10 ml.

Micropipeta Eppendorf de 50 ul.

Bafio Maria a 37°C con agitacibn.

Bafo de hielo.

Celdillas.

Espectrofotbmetro: el utilizado por nosotros fué el CARL
ZEISS pM 4.

.— REACTIVOS:

Amotiguador de acetatos 0.4 M. pH 5.5 Ajustar con &cido
acético glacial y guardar a 49C. Pesar 54.436 g. acetato
de sodio trihidratado, y disolver en 800 ml de agua de-
clonizada, ajustar pH y diluir a un litro con agua desio

nizada.
Solucifn de azida de sodio al O.5%.

Sustrato de dihidrocloruro de para-fenilendiamina (ppD).



Preparar una solucifn saturada (del reacti
vo sin recristalizar) en agua hirviendo y,
afladir carb6n activado para decolorar; fil
trar mientras esté caliente y recristali--
zar del filtrado decolorado; secar los -——
cristales y guardarlos en un desecador so-
bre sflica gel. Para su uso, preparar —-—
una solucién fresca al 0.05 % en agua de—-—
sionizada ( modificacién nuestra ).

V.~ PROCEDIMIENTO:

a) Colocar 4000 ul(4-ml) de la solucibn amortiguadora, en-
en tubos de polietileno o de vidrio siliconizados, .mar-
cado uno como problema y el otro como blanco.

b).PDner 50 ul de suero en el tubo problema.

c) Poner los tubos en un bafio Marfa a 37°C por 5 minutos —
para equilibrar la temperatura.

d) Afada 1000 ul (1 ml) de la soluci6n de PPD precalentada
a 37°C y recientemente hecha, a los 2 tubos. Mezclar e-

incubar 60 minutos a 37°C con agitaci6bn.

e) Afadir 1000 ul (1 ml) de la solucién de azida de sodio y
mezclar.

f) Afiadir 50 ul de suero al tubo blanco.
g) Poner los tubos en un bafio de hielo por 30 minutos.

h) Leer a 530 nm contra agua desionizada.
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NOTA:

Los tubos tienen que ser de polietileno o de vidrio-
siliconizados.

Debe hacerse un blanco para cada suero. Los
tubos deben ponerse en el bafno de hielo, inmediatamente —-
después de salir del bafio Maria y ya ahi agregarles la azi
da y el suera,

Los cristales purificados de PPD, son muy ———

inestables, por €so se prefiere el PPD dihidrocloruro cris
talino que es muy estable.

VI.- CALCULOS:
Ap - Ab = Unidades de Absorbancia ( U.A. )
U.A. x 87.5 = mg ceruloplasmina/100 ml de suero.

D.0.g05 nm * 4.585 x100 = mg de Ceruloplasmina/100 -

0.32 ml. de suero.

4.585 = relaci6n entre concentracién de cobre ceruloplasmi

) nico expresado en ug/100ml de una soluci6n de enzi

ma pura y la densidad 6ptica a 605nm de la enzima-

activa, en una cubeta de un cm. de grosor. La -—-

constante 0.32 es la concentracitn de cobre en la-

ceruloplasmina, expresada en porciento. El valor-

medio de este factor de conversi6n, basado en 6 de

terminaciones con 3 diferentes preparaciones de ce
ruloplasmina purificada, es 87.5 (2).
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La densidad 6ptica neta, de la actividad oxi-
dativa del PPD de 0.1 ml de suero en la prueba pa—--
tr6n por 87.5, expresa el resultado en mg%.

Factor de conversién de densidad
mg ceruloplasmina = 6ptima en la prueba de PPD-oxida

sa, a mg% de ceruloplasmina en-

D. 0.
suera, en la prueba.patron.

530nm
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DETERMINACION DE CERULOPLASMINA
(Método Inmunolégico de Hyland)
I.- FUNDAMENTO:

Al colocar el antigeno (suero problema), en -
el pozo de agua, éste contenido el anticuerpo (suero espe-
cifico anticeruloplasmina humana), difunde dentro del agua
y forma un anillo de precipitaci6n.. E1 diémetro de este-
halo, estd directamente relacionado a la concentracifn del
antigeno que se est& determinando (cantidad de ceruloplas-
mina en el suero problema).

IT.- MATERIAL BIOLOGICO:

a) Sueros de referencia de 8.5, 23.5 y 54 mg/100 ml de sue
ro.

b) Suero humano.

IIT.- MATERIAL Y EQUIPO:

a) Placas de inmunodifusi6n, conteniendo gel de agar, mez-
clado con amortiguador y suero especifico anticerulo—--
plasmina humana, la placa contiene 6 pozos).

b) Pipetas capilares.

c) Bulbos de hule.

d) Visor con escala para medir los didmetros de los halos.



IV.

a)
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- REACTIVOS:

Gel de agar, mezclado con amortiguador y suero especifi
co, anticeruloplasmina humana.

V.- PROCEDIMIENTO:

a)

Se abre la placa de agar. Si ésta contiene agua de eva
poracibn, se deja destapada a temperatura ambiente de -
15 a 20 minutos.

Se llenan los pozos con los diferentes sueros problemas,
con las pipetas capilares, tocando con la punta del ca-
pilar el fondo del pozo y dejando que el liquido caiga-
por gravedad a la superficie del agar.

Se debe de correr un suero de referencia por placa,

Se tapa la placa y se incuba a temperatura ambiente -—-
(20-25°C), de 16 a 18 hrs. en cémara himeda.

Después de la incubacibn, quitar la tapa y medir el di&
metro de cada halo, poniéndo la placa sin tapa bajo el-
visor. Se coloca el cero de la escala en un extremo,-
méds o menos a mitad del circulo, y se lee hasta donde -
llegue el otro extremo del halo.

El valor obtenido, se extrapola en la curva patrén. 6&i
este valor se sale de la curva, se diluye el suero con-
solucibn salina y se corre nuevamente, Al leer se mul
tiplica por el factor de dilucifn.
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NOTA:

Si los halos no se pueden medir fécilmente, la placa
se sumerge en Acido acético al 7.5% por 1-2 minutos,
luego se pasa por agua fria y se lee inmediatamente,
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CURVA PATRON DE CERULOPLASMINA.

( M&todo Inmunolégico HYLAND )

S5e corren los 3 sueros de referencia en igual
forma como los problemas.

Para graficar, se utiliza papel semilogaritmi
co de 2 ciclos colocandoc los valores de los didmetros de -
los halos en las abscisas aritméticas y la concentracién -
de los sueros en las ordenadas (escala logaritmica) y se -
traza una linea recta.

Las concentraciones de los sueros de referen-
cia son de: 8,5, 23.5 y 54 mg/100 ml de suero.

AGAR CON AMORTIGUADOR Y SUERO ANTICERULOPLASMINA HUMANA

Sueros de

= 8.5 mg/100 ml. 3 =54 mg/100 ml. 1, 2,3, o .

1
2 =23.5 mg/100 ml.
4, 5, 6, Sueros
Problemas.
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l.-

Primeramente, presentamos los resultados del estudio -
del método del cobre, en cuanto a su sensibilidad, gré
ficas Nos. 5, 6 y 7, asi como la configbilidad, la re-
cuperacibén y reproducibilidad del mé&todo, segln tablas
l;, 2y 3.

En seguida, el estudio de la cinética de las reaccio-—
nes del método de ceruloplasmina, en cuanto a la con--
centraci6n de sustrato, tiempo de incubacibn, concen--
traci6én 6ptima de suero, inhibicién de ceruloplasmina-
por azida de sodio, el pH 6ptimo al cudl debfa traba--
jarse; que observamos en las gré&ficas Nos. 8, 9, 10, -
11 y 12. En la tabla No. 4, tenemos los resultados de
la confiabilidad del método; en la tabla No. 5 la recu
peraci6n y en la tabla No. 6, la reproducibilidad del-
mé&todo.

En la tabla No. 7, se dan los resultados obtenidos de-
una poblacibfn de nifios de la Ciudad de México, donde -
encontramos que €l valor medio de cobre, fué de 114.42
ug/100ml con una desviacifn esténdard = + 11.76 ug/100
ml; y para ceruloplasmina, un valor medio de 33.21 -—-
mg/100ml, con una desviaci6n esténdard =% 2.93 mg/100-
ml, obteniendo una relacién de cobre-ceruloplasmina ds
0.34 %.

En la tabla No. 8, donde se comparan los mé&todos colo-

_rim&trico e inmunol6gico para ceruloplasmina, observa-

mos que los valores obtenidos fueron:

Para el método colorimétrico, una media de 27.93 mg/100
ml y para el método inmunol6gico de 26.27 mg/100ml, -

donde P = 0,1 (tabla 9), la gue nos da una diferencia,

no significativa entre los dos métodos.
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5.- Se estudi6 la relacifn entre cobre y ceruloplasmina, -
en nifios con hipoproteinemia y hepatitis, cuyos valo—-
res, se encuentran respectivamente, en las tablas Nos.
10 y 11.
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TABLA |
CONFIABILIDAD DEL METODO DE COBRE

X Y X Y xz ye
0.08> 50 /. 89 0.00/369 2800
2.07 /oo .00 O.00ve /000p
0. v0 /50 75.00 .0/ 22 800
.Y zoo F4-X 1) 0.0/96 o900
e. 798 2 50 ¥5.00 0.032¢ 62 500
o.as 3oe é3.00 covys g0 000
0.28 Yoo /22,0 g.078Y & 000
0. 39 500 7’ 90. 0. IYYY 250 00p

Exs /. 397 € Y2/ 980 ol il AL ¥x1a23yes byt os7 oo

r¥x 100> Pomcaniase bom Conriamza

(€x)*= /. 95 /609
(€9)% = 3.8025%00

& xg—‘(x”“txl

rs
VE'K')E': g"; =Tt ["LL‘?T Pwj=r

Y6.7.65 (/ 32/[[/!502

]

r2
Vio.335169 - L%{Lg{‘m_ 2820 )

rud2l332 _ /X/. 332

Yivisa 5a] 12/.633

lr=o.93/525| | ri=95.5056% |

Conprabs/idad Por<en fgc S
Cowpranza

»




TABLA 2
RECUPERACION DE COBRE

250 wg/0oml ¥ 3 LE ADICIONARON PATRENES DE

CONCLNIRACIONES PE.

S0, s00, 450 200, 250, 300, 350, Yoo y Y5O v:/lonu/

TUBO |MUESTRA |[SOLUCIONES PATRONES |CONCENTRACION ESPERADA |CONCENTRACION OBTENIDA PORCENTAJE
u g/ I0OmI. ug/100mi. ug/ 100 mi. ug/100ml. %
- aso S0 320 276. 31 92.]
1 _ase Le0 350 315 .24 92.
3 . _2506 158 400 368 .92 2.
4 50 200 4“0 42/ .08 1235
K} 250 250 500 60 . §2 2.4
é 250 300 S50 Jo00, 09 9.9
7 150 350 609 S92, 63 12,4
8 150 o0 650 605 . 26 3.1
b 2350 450 200 694.723 $2.1
X- 2%
NOTA . LA CONCENTRACION O& LA MUESTRA UIILIZADA FVE PE

v



TABLA 3
REPRODUCIBILIDAD DE COBRE

F

TUBO D. 0. ug/100ml ‘TUBO D._0O. ug/100ml. ] | TuBO D. 0. ug/100 mi.
/ 0.2/ z97-» / 0-22 /0.0 / o.z/ 297. 9
2 0.22 /0.0 2 0.22 3/0. 0 2 0.21 297.
3 0.2/ 292.5 3 0.2/ 291.9 i 0.22 3/0.0
1 0.2/ 297.9 n 0.2/ 2925 9 0.2/ 297.%
5 o 292.-5 5 0.24 297 5 o.-2/ 297. 5
6 0.2/ 292.5 6 0.2/ 2925 6 0.2/ z97. 5
7 0.2/ 297. % 7 0.21 2975 Z 0.22 0.0
-] 0.2/ 2975 8 o0-2/ 297.5 8 2.22 0.0
9 0.22 3/s0.0 9 0.2/ 297.% g 0.2/ 297.5
170 0.22. 3/0.0 /0 0.22 3/0.0 /0 2.2/ 2232 5

s=t /arxi %) X=£X1 n=30 X= -&'}OL‘—’-:. Jor.2/
7=¢ £xi=9037.5

£(xi~X )% 38v.9230

E(x;-%)" -

ry~/
6. /8
s S =g.0
C.v= Sorz7 X /00 =209

J8Y.¥230- 87.59
S vaifa 28

X/ % q)292.6~ 30/-21=~3.71
b) 8/0.0- 30/.2/= B.79

2L 6./5

=% ¥V 373938

DEsviacion rstandard
S=X 6./5

CVv=20c/%
CowmcsanTin pu Varmcion

vy oo m/

. — [Q)=3.7)f-3.71) =13 26
(%/-%
B)(8.70/)(8.79) = 77. 263/

c.v. =—%— X /00
Corricianta 92 Verecon

LY
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TABLA 4
CONFIABILIDAD DEL METODO DE CERULOPLASMINA

X Y XY x2 y2
&o 85 42.5 25 72.25
6.8 23.5 759.8 ¥6.29 552 .25

" 85 5¢. ¢59. 72.2% 29/6.
€x20.3 J( ys86.0 |Sxy=66/.> |Ex%/v3.99 |eytssvo.>

r=&xy_ ((;KV)
Exr ye l:‘.'!}

- 66/3~

[20.3) (8e)
=

(143.v9— X422 (3590.5- %2&

. 66/3-58/95 _

rs
Véved./9 2/

Cow>X/ABIL/1p0AD

Ifﬁ/oo =97.37 %1

Li; T P& CONFrAREZA,

22.32 = o.9
o 868

rt=o0.9737742

r2 x .00 = PorcErnrtave pr Conmanza

P=/—yr PROPABILIDAD

($x)%= 972. 09
(¢y)*= 7396

£S



TABLA 5
RECUPERACION DE CERULOPLASMINA

TUBO |MUESTRA |SOLUCIONES PATRONES |[CONCENTRACION ESPERADA|CONCENTRACION OBTENIDA PORCENTAJE
g/ 100mi mg /100 mi mg/ 100 ml. mg/ 100 ml %
i 13. 71 ].as /5.03 /3.58 90.2-
2 13.28 2.5 16 28 19.43 88.4
3 /3.28 5 (8.78 /2.06 0.8
) /3.78 /0 23.78 2/ .87 9.9
5 (3.8 /5 28.78 as.84 9.
6 /3 .38 20 33.78 3/.06 91.9
2 /3 .78 5 38 38 35,93 9.3 ’
. X= 9Q6 %,
NOTA -

LA CONCENTRACION DE LA MUGSTARA UTIL/3ADA £uk DE /3-38 mg/we w/
VJF ADIC/IONARON PATRONES L& CONCFNTRACIONES D&
B8, 3.85,85, 40 ,/5,20 y 35  mg froe ml

LAS J0LUCIONES FUBRON NECHAS A PARIIR K IUEAOS PATAINES
06 Nriawd ox ¥S, 335 y SY myg/lronf

vs



TABLA 6
REPRODUCIBILIDAD DE CERULOPLASMINA

TUBO | D.0.(P) | D.0.(B) [ mg/00mlL TUBO | 0.0.(P) [ D.0. (B) [mg/DOmi. TUBO |D.0. {P)]| D. 0O.(B) Img/i00ml.
1 0.3¢ 0.08 2537 ] Q.33 0.08 29§ / 0.3y | o.0f | 25233
2 0.34 0 .08 A5.3) 2 0.34 Q.08 2537 4 0.34 0.08 153
3 0.33 0.08 14¢.5 3 0.3¢ 0.08 a5yl 3 0-3¢ a.0f as.33
b ] 6.3y 0.08 25332 2 0.3Y 6.08 a5-31 ¥ 4.33 | 0.8 29.5
5 0.3Y 0.08 2532 £y 0.3 0.08 2Y9.§ s 0.1¢ 0.4 a5
¢ 0.3y 0.0¢ 25 37 é .34 0.08 4453} é 0.34 _0.08 2532
4 03y | oef a3 ? 0.3Y 0.08 5.3} » 2.3y o4€ X))

2 0.33 pos | 2y.€& ) 0.9 0.08 FYAY) ] 03y 0.08 25.3) |
: 6-34 oof | 253} ) Q.34 0.05 2533 9 0-34 a.ef as3
10 0.34 oaf 15.37 10 234 g 253} 1] 031 | 00f 15
S VE(x/-X]* X=3%  DATOS: n=30
n—1i $X, =755838

£ (x/—-X1%=3.9056

X al.;%&ua/n

C.v. =~§.—x 100

A Q)25.27-25./96 = 0.27
Xe=X 14120525196 =-060

$lx/-X)*_ 3. Jove_. o ,5va

n—i =9

R

10.37%0.27= 0.0729

(-4
(ﬁ—i)‘[

&) (-0.60){~0.00])= 0.36

Vo378 ~*fo.%

- 0.%6 -
C.v. e Yro0=) 42

LC. V=rvzd j




TABL

AT

RANGO DE VALORES NORMALES DE COBRE Y CERULOPLASMINA EN UNA
POBLACION DE LA CIUDAD DE MEXICO.

CASO E QA? COBRE CERULOPL ASMINA PROTEINAS TRANSAMINASAS
tanos ug/100mi. M. COLORIMETRICO 9/100mi.
CsJ= 0.05%
mg/i00mi.

[/ 125 . 28 6. 37 y A N
2 5 /29.3 28 2 ) 6o N
o /5/12 Ve 4 ze82 | 7B N
4 R Z P97 __287 8o N
5 7 e Moo | 22 6.5 N
6 2 {238 2306 | 7.9 N
¥ i 77 . _ .95 x9.¢ —t—e BO N
8 S 1Y 295 29 N
9 / 175 29.75 e z2 A
/0 a /35 30, A N
77 19 3.2 do.2 6.0 N
/2 Y /26 d s | 26 N
/3 4 7 GO . 20/8 _ 6 N
Y 2 4 (3.5 30.3 r.0 AN
5 /6 94 23 z5 P.v4
/6 48 MYl Ry #o A
V74 o4 L 25 _ .25 28 N
8 3 /1242 73 & Vo 'd
/9 3 37 206 6.7 A
20 V-4 /07 30.2 6.7 Y
2/ L%y LR/ 208 6.0 A
22 ‘v | 95 Ja8 Z0 Pa¥a
25 g /23 _ 309 6.7 N
29 2 /708 3/ 2.0 "4
25 k- /30 3.4 2.0 A
2eé /s 2/ 5/.» £.5 N
22 /0 /02 2.5 7.5 N
20 e d 22 3.8 8.0 pLva
29 2 /28 _ 7Y A
3o 69/rz z¥4 32 -y &

99



CASO E QAD COBRE CERULOPLASMINA PROTEINAS TRANSAMINASAS
Tafos/ ug/I00mi. M. COLORIMETRICO ¢/100ml.
CsJ=0.05%
mg/lo0mi.
3/ 9%z 172/ 52 6.7 A
32 /Z g0 3z 6.9 Va¥4
33 z /08 32.3 2z A
| 3¢ I47/F S Y 7 & A 32,3 23 fa'4
35 9 /27 32.> 2.2 A
36 6%z | e . | . 3% . 28 2~
37 5 V2% 32.6 6.0 A
8 s Yz .. %8 | . 326 .0 A
39 /2 | /2% 32,7 8.0 N
<0 /%2 /15 33, Z6é A
y 4 - 5 145 335 6.4 N
¥z / ul 33.8 _ &3 Al
¥3 /%2 I 3y i 2o N
4 6 /28 3¢ 75 N
45 /3 /6.3 3y 6.9 A
Y6 6 /22 | 3Y -2 4 N
P94 ¢ /27 3¢ &3 A
48 2 N4z -1 7.5 A
&9 é 101.>% Sy/2 _ .2 A
20 74 112 3y é./ N
5/ 2zl . 85 3v.8 6.3 A
82 ‘4 I S 7 s - LY 6.0 N
8> to/ea | 408 |  3¥8 | 49 A
%y | Y .. f20e _ 3v.9 22 A
55 5 o e | 35 8.0 N
56 I - 1282 1 S I /2 - AL
57 N-) Ho L 35 ] VR4 Pa'd
58 7 /25 .35 ... 2Y . A
59 Z- R 7 2 R T Z.o N
[-7-] L /3 Y 2 7 AU I - A R Y -] Mo
6/ A /23 I 35 9 77 AL
__e2 _ % L /3/.5 | 3¢ 2.0 A 4
65 _ % /23 3% 6. 8.0 N
67 /2 /ZY 35 7 6.9 N




CASO ES)AD COBRE CERULOPL. ASMINA PROTEINAS TRANSAMINASAS
afios) ug/100ml. M. COLORIMETRICO 9/100mt.
CsJ= 0.05%
mg/ 100 ml.

és 9 /27 357 7.5 N
66 s L tez | 3587 | _ _60_ pa¥d
67 14 122 36 | __&s N
68 4 122 36 68 N
69 16 /268 36 6.8 AN
Z0 /9 /20 36 6.8 AN
7/ 8 /2/.5 7 ] 6.2 ~N
22 / LY . 36./ 69 A
73 V74 _ A2 36.1 Z.5 PaYi
7Y /4y 4z2 36.6 8.0 A
25 3 %2 9s %.6 79 A
6 - N ) 2%.7% .o i
Z2. l& . /s25 37 6.y Py
bi:} LY /z3.6 37 X% A
78 ¥ /26 37 8.2 N
_Bo _ S /> 372.17 6.5 AL
e/ s i..._..98 . kA Z.6 N
82 __3_%;_ 2/ 375 7Y Pa'd
83 . ® o9 2762 rzs> P
8¢ 9% /26 379 66 A
8> A1 - /05 | 28 as A
. Be | __de. . | _WMo5 28 X} AL
8z |\ =& .} o6 | 380z 6.5 AL
R - D (SN - SN SN . - A N . X ; 2.0 AL
¥ 1Y 2/ 38.2 6.9 AL
Fo 3 4 /236 i 2 _3B. 2. 7.9 Pavi

e . VALOR MAS ALLa=58.2 mafoml| | vALoR srAs ALTo = (30leg/ficom/

| FPRULOPLAS J¥ALOR MAS BALO=26.32m9/kom| COBRE | vALOR MAS BAJO= 90kq/1o0 7/

Atinc X= 332/ mglion/ xapylvr vgfeoml | A= ]
G =t2 .98 my/wom! G =ty pe vg/rcam/ CA3IOS = PON/NOS|

8%



TABLA 8

COMPARACION DEL METODO DE CERULOPLASMINA
COLORIMETRICO CON EL INMUNOLOGICO.

CASO EDAD CERUL OPL ASMINA|CERULOPLASMINA [CERULOPLASMINA
tafios) M. COLORIMETRICO |M.COLORIMETRICO | INMUNOLOGICO
mg/i00mi. mg/l00Omi mg/t00ml.
Cs3:0.05% Cs1=0.5%
L JE//TO 6./12 7% N R 1
2 9 83 i 33 L ¥
3 2 9./8 0.5 .8
¥ 2 /n oy ¢38 L /6
5 9 1 196 9.7 (2
F; . 1538 /9.68 LY
7 [ 7z 5.5 33 145
8 ad /4 3¢ /2
j | 3 %5 3¢ /2
P Yra /7-06 3y 15
7] ? Vi % 24.9 /5
/2 3 B .3 [ 38 £
/3 Yy | 2042 RE——TY: 4 B
Vo d ) 20./1 . S0.75 20
s 8//a 20.56 Y./2 20
/s 9 Y2 2/ 2362 20
72 6% 21 %75 20
/8 4 22 32 20
9 sin 22.3 (7 /9
20 /S - . B 38 22
2 - /€ 29.87 fo.2 23
23 6 24.9 358 a3
a3 1Y 26 v¢ 26
24 el /5 2.2 B 33 25
25 S 8% 2628 Y0.4 28
i‘? {j—) 26 zs 25
I— <y warmappper - SN, a— 292 . 7 A R 29
29 11’(1*“ ET) 40 I 29
249 _ 3048 36.62 29
30 A 3048 3.5 26

6S



r 50 EDAD CERULOPL ASMINA |CERULOPLASMINA |CERULOPLASMINA
{afos) M. COLORIMETRICO |M.COLORIMETRICO | INMUNOLOGICO
mg/l00mi. mg/iI00ml. mg/ 100 ml
Cs3%0.05% Cs1:0.5%
3/ 9 0.3 ¢35 29
— 3¢ 2 314 7. 6% 20
33 ] 7 - 54 3
3y £ 34 39 30
i 3s 12 Xz ¥2 30
i EY: /o 77 Y025 30
3? VRILY 3z ¥é kY
38 / ¥z 3z 9375 3
39 [/ 32 2 3/
40 2 32.3 ., 38s 3/
¥/ [ %2 3¢ ¥y 32
['Z] 6 3y Y962 KEY
¥3 /8 3y 45 32
¢y [ 3.2 ¢35 dz
5 é 35 S/ 33
17 5 35 5y 33
47 4 Xy So 33
7] 5 35.87 728 3¢
49 79 36 1./ 35
5o / % 3¢ 5d 35
5/ 7 37 So 35
52 9 %/ 39 $3 38
53 // 38 52 3¢
59 é 342 74.3 F X1
£5 2 Y2 38.5 S8 3¢
| Se /6 335 387 3
S ? 5% 323 59 37
&8 /4 942 179 qo
59 /e 455 £33 ¥4
6o é 49 22 45
VALOR MAS _|ALTO = 49 mg/twdm! VALIR MAS ALlp = Y3 myfivom!
CERULOPLASMINA § _VALOR MAS |BAI0 = 6.2 ” |cga VALOR MAS BAIB = I &iglwod
__ M. COUORIMETALC X:23.93 nglliemt M. INMUNOLOG ICO R=26.2% mglrvoyn/
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TABLA 9

PRUEBA DE"T"DE STUDENT.

== -2
CASO METODO METODO d* -g=d (d*—d)
COLORIME TRICO INMUNOLOGICO
mg/ 100 mi. mg/i00ml.
[s1.0.05 %
l 20, (2 19 1.12 -1.25¢41 15177
2 313 32 0.3 =2.0361 Y3101
3 34.42 30 Y42 ) .7439 3041l
4 32 29 ¢ 3 0.42.39 03892
5 5.5 qyo 3.5 3.12,39 97587
4 35.87 3¢9 1.67 ~0.58.61 02561 —
7 38 3s 3 0.62.31 03892 |
8 31 30 1 -1 3261 18336
9 32 X0 2 ~0.32.4) 8.14 14
10 34 312 2 —0.374] 01914
7 2y 32 2 —0.326} 0l41Y
12 3.5 30 1.5 -0 8261 03675
13 21 20 { -1 3261 18936
1Y 36 33 3 0.6139 03892
15 39 32 2 -0.374) alyiy |
16 32 30 2 ~0.374} [YURL'
12 3) 19 2 ~0.3%] 01y 4
18 354 30 5.4 3.0233 21439
19 303 29 1.3 ~1.0761 11539
10 31 a8 3.0 01239 05240
1/ 232 29 0.2 -2.136} 4323354
22 311 35 2.1 -0.174) 07623
23 379 35 19 0.52%% 0274y
24 15.25 I8 415 " 1.6%39 35115
25 %5 32 - 048239 03891
aé /? 06 L5 2.06 ~0.3141 00999
22 38 32 3 0.6239 03692
28 34 29 1 -[.3261 189 3¢
29 34 30 4 16139 24370
30 385 35 33 11239 [263]
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=1 Th2
CASO METODO METODO dx g (d*-d)
COLORIME TRICO INMUNOLOGICO
mg/100mi mg/i00 mi.
37 38.2 35 3.2 08239 04788
32 246 24é o 23761 56958
33 28 25 3 062319 03892
34 21 a0 { -1.3726 1 1.8936
35 9.18 g 118 -1.1961 14304
36 49 44 4 16239 24320
37 16 12 4 16139 2.63%0
38 393 33 4.3 19239 37013
39 16.3 12 4.5 2/239 45109
40 30.18 29 1.18 -1.1961 14306
q1 36 35 ! 13361 1833¢
41 1% s 112 -]21561 25122
43 249 23 193 -04361 0.2266
e K4 32 3o 1.2 -1/ 26l 13932
¥s 49.62 40 462 22939 5.0350
96 223 9 3.3 0.9339 agva|
92 26.12 20 0.2 ~21561 50899
¥ b4 10 q 1.6239 143320
9 {8 L I5 3 0.6239 03892
5o 20.56 20 056 —1.8161 32982
£l 831 ? 1.3/ ~1.066 ) 14365
52 1528 Vad ;.25 -].126| 1.268 1
53 26.35 P X 135 0.626] a3jae
5q 32 20 2 ~03761 0rv1y
55 26.2 as 1.2 -11261 13832
56 2987 23 /.87 -0.5061 02561
332 3a/4 26 4.13 1.8039 32540
58 8.5 35 15 1.1239 12631
§9 /2.5 15 2.5 01239 001533
$0 46 /2 2.6 022739 0.05013
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~
S = YE(xi—X, ) +E(xg*2 )®

PSP — 2
~ ,
5= Voworgzyr 072205 - |50:2 354 = |[av 511727 = 4,450
¢0760-2 /78

Z 28.00 —29.72 =
=..____.._-[/t_v_x.m =
“® 9./930 sox 60
C,o= 2 I’_———
ne = 2.2 Jéoo
11930 720

Cis = azsorso )50

- (0-230190) (9.478)

Clo= / 3705v08

p- o./
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TABLA 10
RELACION ENTRE COBRE Y CERULOPLASMINA

EN_NINOS CON HIPOPROTEINEMIA

CASO EDAD COBRE CERULOPLASMINA PROTEINAS TRANSAMINASAS
(affos) ug/I00mI. M. COLORIME TRICO 9/100ml. Y OTROS
CsJ= 0.05%
mg/100mi
e / 132 29 . 8.8 33 ]
P i R (521 U A Y 3L A
| 3 V4 (53.4 $3/ 3.4 FA_?
e W . yas - 85 _ 2258 385 ___ _|sepricema reo ¢
i s ¥ 76 /6.6 3.¢ 4
¢ Iz 69 | . /535 9.0 ¥
7. S ) Sy 1228 40 ]
8 Vad 2 /32 6.5 ¥.0 rTeo ¢
9 22 /63 _ /9 ¥4 H
V4 /it $3 Y2 3 * S SR, 3 I £
/H s /95 6./2 ¢.3 76p ¢
/2 72 _ 64 20.56 4.6 160 ¢
/3 {Zl 127 20. /2 Y5 EB.
/4 P2 S2 10 8¢ 15 I ELRACTARA]
5 3 2y /6. ) 4.6 ]
/6 9 84 /7.5 ¢.? N
/? 4 (95 .22 4.9 i
/8 /10 /81 /9. 68 49 i
/9 g {28 . Y4 4.9 H
20 Y 55 /2.06 _£0 N
2/ 4 166 /6 g0 E
22 £ /82 20 /2 . ¥ ] ¥
13 3 /65 . _A%-6 [ 50 A ¥
iy VA2 /73 /?.5 B 5.4 A
24 ? 72,/ /8.7 J.- o N
24 L% 64 3.5 &0 16p ¢
2} / 123 22.25 S0 £
28 ¢ ° 2Y.04 5.1 X
2} RN (81 /8.3? S| FA P
390 Ky 22 /7.8 5] £
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CASO EDAD COBRE CERULOP '
{ahos) ug/I00mI. FA comm‘?é%?g'y i PR;E)"(r)grlnh'JAS TRANSARINASAS
Cs1%005%
mg/ I0Om}.
;) 2 42 48 oo 2LY43 £.2 N
32 82 | 66 __ B 4.2 E
s 33 228 ] 2469 oo.f2 160 ¢
34 73 262 35 S EA ¢
_ 345 /6 204 _ 2483 5.3 H
e 3¢ (85 3.1 .83 EA ¢
37 33 79 29 S N
| 38 /0 160 sz sS4 £
39 Y 48 . ¥ S $q 16P ¢
40 2 20 125 55 I
4/ / 75 /4 58 N
42 3s2 78 223! 5.5 N
¥3 €2 ?? 20.93 58 E_
94 Y2 S? /2.28 4.5 £Al
Y5 ! 83 3 S5 N
94 4 268 3.5 55 )3
U'E) /0 33/ w.62 S5 760 ¢
Y8 /3 £8.4 243 5.6 6P ¢
¥9 s 223. 262 KX 1 Y. 4
R1i F 1409 .. S.6 H
51 /Y2 63 /.68 S.4 N
S L -;71 ;,é /535 3.6 i
S3 12} S, /.32 J.£ i
¢ 13 65.9 2.3 $.4 rﬁu
55 /5 395 5B S.6 Y4
S¢ 4 /889 /9 { Sy rT60
| g ¥ S 133 7 ) H
Ey.] /6 58 4 S N
59 9 450 787 37 £
60 Wy K1) 9.62 3.7 8- L
6/ a2 £4 /3.38 3. £A. S
62 4 1$3.4 _U32? S8 H
é3 3 175 Vi S.9 H
6y £ 79 235 §8 N




CASO EDAD COBRE CERULOPLASMINA PROTEINAS TRANSAMINASAS
tanos) ug/io0oml. M. COLORIMETRICO 9/100m|.
Cs1=0.05%
mg/100mi.
65 | % _[82.8 /8.3 5.8 £
66 $/ta. 84 (2.5 $.8 E
67 163 /4 5.8 E
£8 7)ia 86 3).2 5.8 TG0 ¢
49 312 b0 /6.5 59 E
70 2 68 20./2 59 N
VALOR _MAS_ALIA =_©6.5719/ /dom/ YALOR MAS ALTO| = JMM.
CERULOPLAS MINA VALOR _MAS BAND| = 6./ 2mgfeom/coaRE| | vALIR MAS BNl = 4B yg/ioom
X = /978 mg/room/ ¥ = /29./2 wvqfroomn!
CA308 = 79 NINOS B —
3/MBOLOS
N_ = NORMALES
H = NEPATITIS
FFA - FOSFATASA ALCALINA
S. = SUERO IcTER/CO
- T'60 - TRANSAM GLUTAMICO |OXALACETICA
o TGP 2 TRANSAMINASA _GLUTAMICO |P/RUYVICA
[ A-H- - ABSCESO| MEPATICO
[ E = FLEVADAS -
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TABLA 11
RELACION ENTRE COBRE Y CERULOPLASMINA

EN NINOS CON HEPATITIS

CASO EDAD COBRE CERULOPLASMINA | PROTEINAS TRANSAMINASAS
{ofios) ug/io0mi. M. COLORIMETRICO g/100mi
mg/l00ml.
£$3=0.05%

/ 9 2.1 8.3/ 3.5 H
2 10 /834 4.3/ 3.5 H
3 4 5 /536 /.33 S8 H
¥ 3 /35 Vel 5.8 M
s 281 /63 Vi &7 H
£ ? 1305 i 8.0 M
2 4 170.3 . & 4 4.9 Y. A
2 2 /60 .15 £¢ .4
J 2 09 587 $.¢ 4
o ¥ V744 /6.4 k¥4 H
Y2 $ /22 __A¥12 52 .2
/2 1% /828 VE. 5.0 H
/3 9 /8( /8 8./ A
¥ [0 i 83 /148 49 ;]
/5 £ (8? 20./2 S0 o
/6 8,2 X2 T 30.5¢ 4.4 H
/{2 b4 /38 A2 4.9 ¥
/8 _a | 2eY 2906 6.0 N

3 e W e e e s S

_J 25/ ;

2/ /5 252 26.2 Y Y 1 .‘;’ T
2z KL/ 261 2675 X )Y,
23 V2 2 Yoo £ ) S V.4

. YALOA MAS Aut0 = S8.1 mgtieoml | yaiaR MAS EAJO = &4 | vy foor/
| CERULOPLAIMINA L KALOA MaSBAJY = B 31 m9freccd cogr £ | vAs0R MAs ALT? = _¥900 lvglroom/
x;lﬂ.?)u'q/ 00 ! L =199 vg//oom/
M= KNEFATIIIS
— _ CAYS =23 #IN23_]
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En nuestro estudio, al determinar la sensibi-
lidad, reproducibilidad, desviaci6n esténdard, recupera-—
cidn, espectro de absorcibn y confiabilidad del método de-
Zack B. y Landers J.W. para determinacién de cobre sérico,
observamos gue la sensibilidad, corresponde a las concen--
traciones comprendidas desde 15 hasta 450 ug Cu/100ml, se-
gln se observa en las gréficas Nos. 5, 6 y 7. Asi mismo,
se comprob6 gue la longitud de onda especificada en el mé-
todo original, corresponde a la obtenida por nosotros, en-
tre 420 y 440 nm, La lectura de nuestras determinaciones,
fueron hechas a 440 nm segln se observa en la gréfica No.-
2. La configbilidad del método, representada en la tabla
No. 1, vemos gque corresponde seglin datos estadisticos a —
r = 0.997, con un porcentaje de confianza de 99.5 %; lo ——
que nos presenta un error de 0.5 %. La recuperaciéon del-
cobre sérico, fué de 92 %, segln datos reportados en la ta
bla No. 2, dbnde se especifica el nUimero de muestras utili
zadas, solucioness patrones empleadas, concentracidn espera
da, concentracifn obtenida, asf como el porciento de recu-
peracibn de cada una de ellas. Con respecto a la reprodu
cibilidad del mismo, ésta fué realizada con 30 determina—-
ciones, utilizando el patrén, de concentracién de 300 ug/-
100ml. El método en si, es reproducible de acuerdo a los
resultados obtenidos, representados en la tabla No. 3, don
de encontramos una desviaci6n esténdard de + 6.15 ug/ml y-
un coeficiente de variaci6n de 2.04 %.

Al estudiar las caracteristicas cinéticas, --
del método de Ravin H.A. para la determinacién de cerulo--
plasmina, encontramos que el pH 6ptimo fué de 5.5, segln -
se demuestra en la gréfica No. 12; la concentracién 6ptima
de azida, para frenar la reaccién, fué de 0.5 %, como pode
mos observar en la grafica No. 11; el tiempo de incubacién
empleado por nosotros, fué de 60 minutos, de acuerdo a lo-
obtenido, segin gr&fica No. 9 y la concentracidn Sptima de
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suero, después de hacer diluciones del mismo, 1:2, 1:3, -
1:5, 1:7 y 1:9, observamos que el suero sin deluir, nos —-—
proporcionaba la concentracién 6ptima, cémo se demuestra -
en la grafica No. 10. Las lecturas fueron realizadas a -
530 nm., ya que de acuerdo al espectro de absorcién, gréafi
ca No. 3, encontramos que la absorcidn méxima, se realiza-
ba entre 530-540 nm.

La Unica modificacién empleada por nosotraos,-
fué la variacién de la concentracién de sustrato utilizado,
ya gque de acuerdo al método de Ravin H.A., éste, utiliza -
una concentracién al 0.5 % y nosotros, encontramos que la-
concentracién 6ptima era 10 veces menor, o sea la concen-——
tracién al 0.05 %, segln demostramos en la grafica NO. 8.

A la comparaci6n de los datos obtenidos, en——
contramos una variaci6n marcada entre ellos, y observamos-
que al utilizar nuestra modificaci6n, los valores concuer-—
dan con los hallados por el método inmunolégico, dénde en-
contramos, de acuerdo a la estadistica empleada, P.= 0.1 -
( Tabla 9 ), por lo gue segin ésto, no observamos diferen—
cia significativa entre los dos métodos.

En cuanto a la confiabilidad del método, re—-
presentada en la tabla No. 4, observamos que r =0.987, ——
ddndonos una confiabilibilidad de 97.4 %. La recupera-—-
ci6n de acuerdo a lo expuesto en la tabla No. 5, el prome-
dio fué de 90.6 %. La reproducibilidad del método, fué -
realizada con 30 determinaciones de un suero control, con-
teniendo 25.37 mg/l00ml de la enzima, segln se representa-
en la tabla No. 6, donde obtuvimos una desviaci®dn esté&ndard
de * 0.36 mg/l00ml y con un coeficiente de variaci6n de —-
1.42 %. Lo gue nos demuestra, que al estudio de los dos-
métodos (cobre sérico y ceruloplasmina), observamos en —-
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ellos, tanto recuperaci6n como reproducibilidad y por lo -
tanto, confiabilidad en ellos.

En la tabla No. 7, representamos 90 casos es-
tudiados, de nifios "clinicamente sanos", donde ademids de -
la determinaci6n de cobre y ceruloplasmina, se hicieron —-
las determinaciones de proteinas totales y transaminasas,-
con el fin de que no interfiriera la anormalidad de ellas-—
en el metabolismo de cobre y de la ceruloplasmina. Este-
estudio, fué hecho con el prop6sito de obtener los valores
normales tanto del cobre como de la ceruloplasmina, donde-
obtuvimos: valores de cobre de 114.42 ug/100ml con una ——
desviacién esténdard de * 11.76 ug/100ml, y para cerulo-——
plasmina, encontramos una media de 33.21 mg/100ml con una-
desviaci6n esténdard de ¥ 2.93 mg/100ml. Asi mismo, co--
rrelacitnar los valores de cobre y ceruloplasmina, para de
terminar en un momento dado, si al estudio de uno de ellos
padria calcularse el otro parémetro. En este caso, encon
tramos una relacién de cobre-ceruloplasmina de 0.34 %, lo-
gue coincide con los datos reportados por Scheinberg y -——
Sternlieb (21).

Por Gltimo, en las tablas Nos. 10 y 11 donde -
estudiamos un grupo de 70 pacientes con hipoproteinemia y-
23 pacientes con hepatitis, respectivamente; a la revisién
de los datos obtenidos de acuerdo a la tabla No. 10, donde
se encuentran los 70 nifios con hipoproteinemia, debido a -
la gran variaci6n tanto de cobre como de ceruloplasmina, -
no nos fué posible, obtener una correlacibn constante en—-
tre ellos. El rango de valores obtenidos, fué para ceru-
loplasmina de 6,12-66.5 mg/100ml con una media igual a —-—
19.78 mg/100ml. y para cobre, fué de 48-268 ug/100ml con -
un valor medio de 129.12 ug/100ml. En este grupo de ni--
fios estudiados, la hipoproteinemia se acompané en muchos -
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casos, de trastornos de tipo hepético. En la tabla No. -
11, donde se agruparon 23 nifnos con hepatitis, también ob-
servamos gran variacién en los datos obtenidos, por lo --
cudl, tampoco en este caso nos fué posible, correlacionar-
el valor de cobre contenido en la ceruloplasmina. Los va
lores encontrados, fueron de un rango de 64-400 ug/100ml -
con una media de 191.9 ug/100ml para cobre, y de 8.31-58.1
mg/100ml con una media de 19.7 mg/100ml para ceruloplasmi-
na.
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1.- En nuestro estudio, se tratan generalida-
des sobre cobre y ceruloplasmina, asi co-
mo su relacién en distintos padecimientos.

2.— Se describen con detalle, los métodos de-
cobre (Zack B. y Landers J.W.), asi como-
el de ceruloplasmina colorimétrico (Ravin
H.A.) y el inmunolégico (Hyland), en don-
de la Onica modificaci6n hecha en el méto
do de Ravin H.A., fué la concentraciétn de
sustrato empleada.

3.—- Se reporta, el resultado de los estudios-
de cobre y ceruloplasmina, en cuanto a su
sensibilidad, reproducibilidad, recupera-
cibn, espectro de absorcifn, desviacidn -
esténdard y confiabilidad de acuerdo a —-
las graficas Nos. 2, 3, 5, 6, 7 y a las -
tablas Nos. 1, 2, 3, 4, 5, 6. También -
se reporta el estudio de la concentracitn
Gptima de sustrato (gr&fica No. 8), el —-
tiempo 6ptimo (gréfica No. 9), la concen-
tracién adecuada de suero (gréfica No. 10),
la concentraci6n 6ptima de azida de sodio
(grafica No. 11) y el pH 6ptimo (gré&fica-
No. 12) para la enzima ceruloplasmina.

4.- Se estudiaron 90 sueros, de pacientes ——
"clinicamente sanos", para obtenci6bn de -
los valores normales y la relacibn exis—-
tente entre cobre y la ceruloplasmina, cu
yos valores fueron de: cobre, 90-130 ug/-
100ml de suero y ceruloplasmina, 26.3-38.2
mg/100ml de suero; y la relacién de 0.34%.
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Se comparan, los métodos de Rovin H.A. co
lorimétrico y el inmunolégico (Hyland), -
para la determinaci6tn de ceruloplasmina,-
en 60 casos.

Se estudiaron 23 casos de nifios con hepa-
titis, determinéndoles cobre y ceruloplas
mina.

Se hizo el estudio de 70 nifios con hipo--
proteinemia.

Se hace una breve discusibtn sobre los re-
sultados obtenidos.
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Por los estudios hechos y los datos obtenidos,
podemos decir gue los métodos de cobre de Zack, B. y Lan—
ders J.W., asi como el de ceruloplasmina de Ravin H.A., —
son métodos confiables, que no presentan dificultades téc-
nicas y que pueden llevarse a cabo en cualquier laborato--
rio de Quimica Clifica.

Ademés, que indistintamente puede utilizarse-
el método colorimétrico o el inmunolégico, para la determi
naci6n de ceruloplasmina; y por Gltimo, que Cnicamente en-
contramos la correlacién entre cobre y ceruloplasmina, en-
personas "clinicamente sanas", y que en las alteraciones -
observadas, (hepatitis e hipoproteinemia), en los pacien—-
tes estudiados, es conveniente realizar las dos determina-
ciones en éllos, ya gue no encontramos una correlacidn en-—
tre el cobre y la ceruloplasmina.
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