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I NTRODUCCION

fn el deseo de contribuir a mantener el interés en el uso
de reacciones bioldgicas que sean Uties en la investigacidn de al-
teraciones patoldgicas del funcionamiento de Srganos importantes
del orgaenismo, me .ermito presentar a la consideracidn del Honora-
ble Jurado Ezaminador de Tésis de la Facultad de Ciencias Quimicas,
y como una colaboracidn al Laboratorio de la Escuela de Quimica -
Biolbgica de esa Facultad, el presente trabajo sobre la aplicacidn
de la Reaccidn de Sellek y Frade al Acetato de Cobre en la inves-
tigacidn del funcionamiento de la célule hepdtica; reaccidn ésta,
que por su sensibilidad y especificidad, su tdcnica libre de pe-
sados procedimientos, la estabilidaed de sus reactivos Yy su bajo
costo, debe ser acogida con confianza por quienes interesados en
estas disciplinas, desean facilitarse el camino para llegar a la
certeza de si la célula hepdtica se encuentra funcionando dentro
de la normalidad o bien ha escapado de este limite y entrado en
el campo de la Patologia.

No es de dudaerse que las funciones miltiples del higado o-
bliga a usaer no una, sino muchas pruebaes funcionales o reacciones
segin la funcidn que se supone alterada y se desea explorar, pero
de una manera gneral puede considerarse que una reaccidén del tipo
de la Reaccidén de Sellek, permite englobar alteraciones variadas
producidas por causas varias que conducen a la alteracidn y dis-
funcionamiento de la célula hepdtica y por tanto de la gldndula -
higado en su totalidad; lo que traduce que esta gldndula no desem-
pefia o desempefiec mal, las funciones que le ha encomendado la natu-
raleza.

Acaso en la investigacidn de la funcidn biliar no tenga la
reaccién de Sellek una aplicacién de primer plano, pero si{ tendrd
que ser Util durante la evolucidn de una alteracidn de la fun-
cidén biliar que siempre repercute sobre el funcionamiento de la
gldndula hepdtica que se traduce, por su incapacidad de producir
o fabricar moléculas de la fraccidn elbimina de las proteinas -
plasmdticas, segin explico en el curso de la exposicidén del pre-
sente trabajo, con la consiguiente produccidn de globulinas espe~
ciales gue pueden ser puestas en evidencia poniendo en Jjuego me-



canismos de floculacidn c¢on reactivos sensibles, que varfan con
la reaccidén de este grupo que se utilize, grupo dentro del cual -
resalta la reaccidn de Sellek, con mds seguridad y SJacilidad de a-
plicacidn,

4 continuacidn expongo el plan distributivo a seguir en la

exposicidn del trabajo gue hoy someto a vuestra consideracidén mds

distinguida,
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BASE CIENTIFICA DE LA REACCION

En 1la prueba del acetato de cobre de Sellek y Frade el agen-
tete activo de turbidéz y floculacidn es la gamma globulina gque -
se encuentre aumentada en un 100% de los casos positivos. En las
enfermedades hepdticas como es sabido, la gamme globulina ademds
de estar aumentada en cantidad, es muy inestable.

Este hecho estd asociado a una reduccidn en la produccidn
de la Serina (66.6%). A veces un ligero aumento tambi€n en la glo-
bulina beta (16%).

El1 cobre sanguineo estd intimamente ligaedo a las globulinas.
Thompson y Watson han establecido que el cobre de los sueros huma-
nos estd combinado con la gamme globulina en un 25%, 55% a la Be-
ta-globuline y un 10% e¢ la Alfa-globulina.

En la enfermedad de Wilson, (degeneracidn hepatolenticular)
hay una aparente falta de incorporacién del cobre del acetato Cu-
prico (cu64) dentro de la fraccidn de las globulinas del suero.

Se dispone asi{ de una prueba sensible que utiliza como reac-
tivo una solucidn de cobre, el metal que en el suero sangufinero -
estd unido a las globulinas; en cambio el contenido de los lipi-
dos totales no parece estar relacionado con los valores de turbi-
déz de la prueba.

De las investigaciones efectuadas se deduce gque el reactivo
del Acetato de Cobre reacciona principalmente, sino exclusivamen-
te, con la fraccién gamma de las globulinas del suero, las que -
aeaumentadas, son ceusa de la turbidéz de la reaccidn en casos pato-
1d8gicos de dafio hepato-celular,

E]l mecanismo de positividad de la pruebae por electroforesis
muestra un decrecimiento de la Serina (66.6%) y un aumento de las
globulinas, especialmente, de la fraccidn gamma que estd aumenta-
da en un 100% de los pacientes.

La globulina beta fué ligeramente elevada en el 16% de los
casos.

PROTEINAS PLASK/TICAS

La cifra global de proteinas plasméticas es de unos 7.5 gra-
mos por 100c.c. Asi las protefnas representan le mayor parte de
los sb8lidos del plasma. Pueden dividirse en tres grandes grupos:
Fibrindgeno 0.5 gramos por 100 c.c., albdminas 4.5 gramos por -

C.eCe, Globulina 2.5 gramos por €,C.



£l fibrindgeno es producido por el higedo. Siem:'re que hay
gran destruccidn de tenido hepdtico se observa un descenso acusa-
do del contenido de fibrindgeno de la sangre.

Las protefnas del suero incluyen solamente las fracciones
de albidmina y globulina del plasma, puesto que el fibrindgeno que-
da eliminado por el proceso de coagulecidén que implica la obten-
cidn del suero., Se pueden separar estas dos fracciones por medio
de los métodos de salificacidn. La fraccidén de globulina es preci-
pitada toteclmente con sulfato de magnesio o por hemisaturacidn con
Sulfato de 4Amonio quedando en solucidn la fraccidn albdmina.

Los estudios de plasmoforesis demuestran que el higado es -
el 8rgano principal para la preparacidn de las proteinas plasmdti-
cas, Si bien el intestino puede participar en cierto grado. Cier-
tas fracciones de las globulinas pueden formarse en otros tejidos
aparte del higado, pero es probable que sea éste el tdnico drgano
productor de la albdmine, fibrindgeno y protombina, asf como de la
mayor parte de las globulinas.

En los recientes estudios fisico-quimicos de Cohn, se divi-
den en seis fracciones las protefnas del plasma. La fraccidn I con
tiene la mayor parte del fibrinégeno; las fracciones II, III y IV
contienen aquellas globulinas gque antes se separaban en alfa, be-
ta y gamma globulinas., La jfraccidn V contiene la mayor parte de -
las albiminas del plasma. La fraccidén VI contiene unce centidad --
muy pequeda de albdmina y elfa globulina, una centidad elevada de
sales y cierto némero de cuerpos no protéicos de pegueiio peso mo-
lecular.

En la globulina gamma que Cohn designa como fraccidén II y
III se concentran las sustancias inmunizantes o anticuerpos. Se
incluyen en éstos los anticuerpos contra las bacterias patdgenas
y los virus, asi como las isohemoaglutininas para los grupos san-
guineos humanos.

En las afecciones del higado como la cirrosis, existe, en -
general, tendencia a la hipoproteinemia, que se manifiesta sobre
todo en la fraccidén de albdmina, Las lesiones del parenguima hepd-
tico pueden también ocasionar un aumento de las globulinas, sobre
todo de la globulina gamma, si bien tambidn la alfa y beta globu-
lina estdn notablemente alteradas, especialmente en las hepatitis
recidivantes entre los 14 y 30 dfas.



La graveded de la hipoalbuminemia en las enfermedades croéni-
cas del higado es de importencia diagndstico y puede servir de -
criterio para estimar la intensidad de la lesidn., Ademds, una ci-
Sra baja de albimina del suero que no aumenta bajo los efectos del
tratemiento es de mal signo prondstico.

Los trabajos de Tiselius y otros investigadores en la elec-
troforesis del plasma de animales, antes y después de su inmuniza-
cién frente a ciertos antigenos, han demostredos gque la fraccidn
gamma globulina del plasma contiene la totelidad o la casi totali-
dad de los anticuerpos circulantes. Ademds de contener la gamma -
globuline los anticuerpos de varias enfermedades infecciosas, la
concentracién elevada de dicha globulina en otras enfermedades no
infecciosas como la cirrosis del higado permite aefirmar que esta
Jraccidn no solo contiene aenticuerpos de inmunidad.

La estimulecién y proliferacidn, por cualquier causa, de las
células del retfculo endotelio va acompafiada de la produccidén y -
liberacidén de gamma globulina,

En los casos de lesidn hepdtica extensa, la fraccidn globu-
lina, sobre todo la gamma globulina, suele aumentar, a pesar de
que la seroalbidminae baja.

En lo que se refiere al érgano u dérganos en donde se forman
lea globulina y la albimina, el higado produce probablemente de un
modo casi ezxclusivo, seroalbdmina y los prdétides que intervienen
en la coagulacidén de la sangre (fibrindgeno y la protombine), en
cambio, las globulinas se jforman en cierto ndmero de drganos dis-
tintos del higado. posiblemente en el retfculo endotelio y en los
nédulos linfdticos.,

Despuds de une hemorragia, el fibrindgeno, la seroglobulina
y la seroalbdmina son regencrades en este orden al cabo de varios
dfas. Estos resultados han sido confirmados por Tarver y Reimhardt,
quienes han inyectado a perros normales y a perros hepatectomiza-
dos, metionina marcada con 335 radioaecetivo. La metionina radioac-
tiva no aparecid en la molécula del fibrindgeno del plasma de 1los
perros hepatectomizados, lo que permite afirmar que el hfgado es
el dnico érganc que lo produce.

Por otra parte, si bien el hf{gado es sin dude alguna, el 8r-
gano mds importante en lo que Se refiere a la produccidn de los
prétidos del plasma de la sangre, otros drganos, distintos del hi-

gado, pucden formar también una cantidaed apreciable de globulinas,



y una mucho menor de albimina.

.egdn estos investigadores, el aenimal normal sroduce albidmi-
na veinte veces y globulina siete veces mds rd.idamente que el -
perro hepatectomizado. -inembargo, aidn en este caso, la produccidn
de albumina por el perro hepatectomizado es muy dudosa, pues la -
Sraccidn albimine del plama contenfa siempre como impureaza, una -
cierta cantidad de globulina.

Observaciones sobre animales en experimentacidn indican gque
bajo condiciones simultdneas de dafio hepdtico y restriccidn en la
ingestidén de protefnas, el factor que determina concentracidn de
las proteinas del plasma, es la capacidad funcional del higado y
no la deficiencia en la ingestidn de proteinas. En la hepatitis
viral hay un aumento sobre todo en gamma globulina.

Este aumento de gamma globulina ha sido atribuido a la pro-
duccidn de anticuerpos o a una alteracidn de la proteina hepdtica.

En estados avanzados de enfermedades crdnicas del higado,
incluso la cirrosis portal, hay una reduccidn en las protefnas to-
tales, la disminucidén se hace de la fraccidn albdmina, debido a
alguna desnutricidn coexistente o a alguna interferencia a la re-
generacidn de la albimina resultente de la alteracidén de la fun-
cidn hepdtica,sobre todo de la sintesis de las proteinas. ElI au-
mento usual de gamma globulina ha sido atribuido a la produccidn
de anticuerpos de una proteina alterade del higado, ademds es de
observarse que en casos de lesidén de la célula hepdtica, el higa-
do produce con mds facilidad globulina que albimina, debido al mae-
yor volumen de la molécula de globulina gue de la de albumina que
es mds fina y por tanto mds numerose y mds dificil de producir.

Se pueden hacer algunas generaliszaciones respecto a los cam—
bios de las globulinas del plasma en casos de alteraciones hepdti-
cas con aumento de gamma globulina y a veces también de la aljfa Yy
beta globulina. El1 aumento de gamma globulina se cree debido a Ia
produccidén de anticuerpos para una protefna anormal, resultante
de un daflo hepato celular inducido por infecciones y tdxicos gui-
micos (Ejemplos: tetracloruro de Carbono, Cloroformo, arsfenaminc,
ete.). En casos de dafio hepdtico la capacidad del higado para uti-

lizar los amino dcidos para sintesis de sus proteinas, celulares
y albiminas plesmdticas, estd obstruccionada o impedida y cantida-
des dz estos dcidos son aprovechados para la sintesis de la gammc
globulina por tejidos extrahepdticos (células del reticulo endo-
ito).



£l aeumento de elfa globulina ocurre en varias condicioncs

acompafiadas de fiechre o procesos inflamctorios y degenerativos.
El aumento de globulinec beta se relaciona a cierta anormalidad en
los lipidos del plasma (lipoproteinas) quc ocurren en ciertas for-
mas de enfermedad del higedo. Las difercntes fracciones de estas
globulinas se cree que son sintetizados sobre todo en el higado.

Las globulinas del plasme estdn con frecuencia aunqgue no -
siempre aumentadas en condiciones en las cuales, la concéntracidn
de la albimina e¢s baja, probablemente las condiciones en las cua-
les la disminucidn de la albiémina, estimulen simultaneamente la -
formacidén de ciertas globulincs por ejemplo, anticuerpos (globuli-
nas gamma). lipoprotefnas (clfa y beta globulina).

Como resultedo de estos cambios, la relacidén albiminas: glo-
bulina o 4/G, o cuociente albuminoso que normalmente es de 1; a
1.5 estd disminuido o invertido, si bien este factor BS sin mayor
importancia ya quc puede significar una disminuciédn de la albimina,
un aumento en la globuline o une combinccidén de ambas, en cambio

los factores que si son de importancie son los niveles absoljtos
de la aldbumina y de las globulinas; no en relacidn de conccﬂfacidn.

GLOBULINA GAXMA

E1 sector gamma de la fraccidén globulina es el que mds aten-
eidn ha recibido en el estudio de las protefnas del plasma, quisd,
por la importancic de su componente anticuerpo en la inmunidad y
en las enfermedades alfrgicas y estcdos de hipersensibilidaed. ILa
mayoria de los anticuerpos adquiridos, como los que se producen -
en repuestas al sarampian, a la poliomielitis, etc. sSe encuentren
en la fraccidn gemma.

Los naturcles, lacs isoaglutininas anti 4 y anti B, y algu-
nos de los adquiridos estdn en lo jraccidn globuline beta., Pecro -
no se debe dar demasiadae importcncia a esta diferencia porquc puc
de ser solo una distincidn electroforética.

Lo gue representa la globulina gamma en la inmunided se¢ ve
bien en la historia clfnice y los hallazgos de laboratorio de las
enferdadcs acompafiadaes de hipogamme-globulinemia, en las cuales
no solo falta le globulina genma, sSino también las isoaglutininas.
Los individuos efectados sujfren ataques revetidos de infeccidn res-
pipatoric, por ejemplo, otitis media o necumonia, y €s curioso quc

no parccen ser mds scnsibles a cnfermedades viricas, como las pa-



peras o ¢l sarampidén, gue generalmente confieren inmunidad.

ORIGEN DE L4 GLOBULINA GALMA

Pcrece gue la globulina gamma y los anticuerpos proceden de
los plasmocitos, pues en los pacientes con hipceragemmaglobulinemia,
especialmente en el plasmocitoma (mieloma miéltiple), hay aumento
del nimero de estas células en los tejidos: en estos enfermos la
globulina gamma puede estar aumentado hasta tres o cuairo veces
el valor normal.

En la egammaglobulinemic faltan los plasmocitos en los teji-
dos. Lc célula del plesma tiene una concentracidén alte de dcido
ribonuclefinico, que es necesario para la sintesis de las proteinas,
y posee otraes caraecterfsticas comunes a las células secretoras. -
Hay también prucbas de que los linfocitos producen anticuerpos;:
se ha demostrado que son el tipo de célulc predominante en la lin-
fa de¢ los ganglios linfdticos que reciben la que procede de los
sitios en que se ha inyectado un antfgeno.

ks 16gico deducir que ambas clases de células, los plasmo-
citos y los linfocitos son las productores de anticuerpo y, por
tento, de globulina gamma.

Ast pues, la formacidn de globulina gemma puede ser el re-
sultado de que dichos dos tipos de células, los plasmocitos y los
linfocitos, tengan una célula precursora comin, o se conviertan
los unos en los otros, o desempefien papeles distintos en diferen-
tes fases de la respuesta inmune.

FUNCION DEL COBRE EN EL ORGANISEO

El cobrec es un elemento indispensable para el organismo aun-
gue las cantidades diarias requcridas son muy pequeias cnire l.
2.5 mlgrs. segin la edad,

Lee funciones de cste elemento esencial no son bien conoci=-
das. En unidn del hierro es neceserio el cobre pera la sfntesis
de la hemoglobina.

En lcs ancmias nutritivas, gue se producen por faltec de hie-
rro en la dieta, la hemoglobina no se forma por le sola incorpora-
cidn de¢ este elemento, sino que es necesario adicionar cobre, que
se ha comprobado acelera le incorporacidn del hierro radioactivo
¢ lac hemoglobina. £1 higadc, €l bazo y los rifiones contienen las

maynres proporciones del cobre totael (100 a 150 mlgrs) del orga-



nismo. Lc¢ hemocianina cc un complejo cobre-protefna contenido en
la sengre de ciertos invertebrados en 1los gque desempe’ia una fun-
cidn similar a la de la hemoglobina como transportador del oxige-
no, Ciertos cnzimas como la tirosinasa y la oxidasa del dcido as-
cdrbico son complejos de cobre y protefna.

Se he aislado del glébulo rojo de los mamfferos una protei-
na con cobre (hemocuprina).

La czxistencia del cobre en los hematies puede explicar la
necesidaed de este eclemento en la formacidn de la hemoglobina.

Metabolismo.- Los animales de experimentacidén sometidos a
dieta deficiente en cobre, pierden peso y mueren; aiun cuaendo pre-
senten anemia, esta anemic no es la causa de la muerte, puesto -
Qque una ancmia de la misma intensidad por felta de hierro no es
mortcl. Estc hecho sugiere que el cobre tiene un pepel, ademds de
su funcidn en el metabolismo del hematie. Este papel adicional del
cobre puede relacionersc con la activided dec los enzimos de enzi-
mos de oxidorreduccidn de los tejidos como los citocromos,

El organismo no elimina el cobre con facilidad por la orinc.
A1 perecer, lea mayor parte de €1 se pierde por via intestinal.

La cantidaed diaria de cobre necesaria para el organismo es
obtenida fdcilmente de las dietas usuales. Los alimentos que 1o
contienen en su meyor abundencia son. higado de ternera 4.4; os-
tras 3,1; chocolate 2.7; higado de buey 2.2; melazas, setas, 1.9:
cacahuete 1; langosta, trigo 0.7; arroz, 0.6; aceitunas 0.5. (Las
cifras son en miligramos por 100 gramos). Lc leche es muy pobre
en cobre. Como el hierro, se deposita principalmente en el higedo.

QUE ES EIL ACETATO DE _COBRE NEUTRO

Llamrdo vcrde cristelicado o cristales de Vcnus. Se presen-
te en cristeles de color verde aezul pronunciado, es soluble en 15
paries de agua, es soluble en alcohol y glicerina, eflorescentc
en el aire seco, tiene olor ligeramente acético. Sc¢ le conoce tam-—
bién con ¢l nombre de cardenillo.

Su solucidén acuosec es descompuesta por la ebullicidn ponién-
dose en libertad ¢l dcido acético y haciéndose depositar un aceta-
to triddsico.

REACCIONES BAS:DiLS SOBRE LA GLOBYLINA

Cicrias recccioncs cualitativas que dan resultedos anorma-

5

lec cn presencia de anormalidades ¢n une o mds fracciones de glo-

vadina do1 nlacme han sido cncontrades de mucha utilidaed



el diagnéstico; las mds cmpleadas corrientemente son: lo turdidis
del timol, 1la reaccidén de Honger o floculacidn de la Ccfalina Co-
lesterol y la de turbidéz con las salcs dc Zinc.

Reaccidn de enturbiamento con Sulfato de Zinc: £ste procedi-
miento estd basado sobre el hecho quc la solubilidad de las protei-

nas del plasma estd disminuida el scr diluidaes con soluciones de ba ]
concentracién idnica., Bejo ciertas condicioncs las globulinas mds
insolubles precipitan desarrollando un cnturbamiento gquc puedec scr
medido.

Con una concentracidn apropiada de metcles pcsados como el
Zinc o el Cobre ¢s posible de producir una situacidén en la cual
hay una precipitecién mf{nima en el suero normael y une mdxrima pre-
cipitacidn de sueros con un aumento en la concentracidn de la —-
gamme globulina. Las medidas de la turbidéz son hechas por compa-
racién con standerds de solucidén de Sulfcto de Bario; siendo ¢l
Iimite normal de 2 a 8 unidades.

: Este procedimiento es aplicado de preferencia cl estudio de
casos con enfermedad. hépdtica. .

Su ventaja principal sobre las reacciones de Timol y la de
Hanger, descansa en el hecho de que parece rcflejar solo cambios
cuantitativos de un solo componente del plasma (en este caso de Ila
globulina gamma) en tanto que las otras rcacciones son influencia-
des por cambios asociados en los grupos albuminosos y de lipidos.

Reaccidn de Hanger o rcaccidn de floculacidn Cefalina—Colcs-
terol.- Estd basada en el hecho observado de gue cuando uUn SUETro

dilufdo con un alto contenido (cnormal) de globulina se agrega a
uneg mezacle emulsionada de Cefalina colesterol, estas substancias
agregadas de la globulina precipitan (floculan) y 1c solucidn se
aclara, disminuyendo naturalmente lc opalc _cencia. Esta prueba da
resultados positivos en una gran proporcidén de casos de un daiio
activo de la célula hepdtica sobre todo en los ocue hay un aumento
de globulina especialmente si la porcidn clbumina estd disminuida.
La produccidén de una reaccidn positiva ha sido atribuidec a
la existencia de una o varias de las siguientcs condiciones: c)
dumento de la glodulina gamma en tal ccntidad que los componentes
normales de la fraccidn aclbuminosa son inhdbilcs para impedir la
reaccién, B) disminucidn en la concentracién de la sero albiémina
debajo de los limites ca.aces de inhibir la reaccidn, c¢) disminu-
cidén de las propiedades del suero de inhibir la floculacidn dcbi:

wdifierciones quimicas de la fraccidn suero—-albiminae; sin crm-
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bargo se pueden obtener reacciones positivas eUh con suceros nornmc-
les en las condiciones siguientes: lo.) Dcspués de permanencia dcl
suero en la nevera durante varios meses. 20.) Después de su inac-
tivacidn a 56° duraente 30 minutos. 30.) Si lea mezcla suzro-cmul-
sidn cefalina-Colecsterol queda erxpuesta a la luz durante el perio-
do de observacidn de la reaccidn (24 a 48 hores).

Reaccidn de turbidéz del Timol: Esta basada sobrc la obscr-
vacién que al agregar solucidn de Timol a ciertos sueros con clto
contenido anormal de globulina resulta un enturbiaemiento marcado
de la solucidén compleje (timol-glodulina-li{pidos), en tanto que,
escaso o ninguna reaccidn ocurre con suero normal.

El grado de turbidéz, ezpresado en unidades, puede scr medi-
do por comparccidn con un standard de turbidés de sulfucto de Bu-
rio: Normaelmente se leen 1 a 4 unidades con lecturae a 30 minutos.

Después de perfodos mds largos (18 a 24 horas) pueden flo-
cular como en la reaccibén de Hanger haciendo le aclaracidn de que
la turbidéz y le floculacién no siempre van paralelcs, pcro los -
resultados si pueden ser comparables con los de le reaccidn de Han-
ger. La reaccidén de turbidéz del timol ha sido acreditada a la -
presencia de una alta cantidad anormel de la fraccidn de beta glo-
bulina o sea la bheta lipoprotefna,

Ventajas de la reeccidn Sellek-Frade en comparacidén con las
reacciones Hanger y Timol,

La solucidén matriz de Acetate de Cobre es estable, y guardae-

da en el refrigerador se conserva indefinidamente, No sucede lo -
mismo con la de Timol. Watson ha sedalado *que la solucidn bujffer
de Timol no es constante como pudiera desearse. Su turbidéz varia
un poco de un lote al otro y de tiempo en tiempo, encontrdndose
gue, dejada en reposo, se vuelve sensiblemente mds turbia cn un
perfodo de dos semanas. Los resultados también wvarfan con la n.i-
raleza quimica de los cristales de Timol, Usando dos marcas dife-
rentes seficle Ducci, se encuentran discrepancias en un gran nume-
ro de sus resultados. Dc la Huerge y Poper dicen: ”El Timol es -
una solucidn supcrsencible, que se vuelve turbia después de unos
dfas de reposo a la temperatura del cuarto. Diferentes lotcs pro-
duecen diferentes lecturas con €l misSmo SUETO.

Rcinhold y Yonan exprescn que la determinacidn del reactivo

de timol sc acompafde de una clteracidn de su espectro d¢ absorcidn



En la prueba de Honger la emulsidn de trebajo, debe uscrse
solo el dfa que se prepara. H y por otra parte en la reaccidn de
la cefalina-colesterol los inconvenientes de una felte de unifor-
midad cn la apreciacién e interpreteccidén de los resultedos posi-
tivos. La contaminacidn bacteriene da falsos resultados positivos.
Ella es ademds fotosensible y ¢l estado de la cefalina efecta la
sensibilidad de la pruebc.

Lo reaccidn Sellek-Frade solo necesita un tubo y no requie-
re vigilancia elguna sobre el Ph. de la solucidn reactivo, pues
éste se sitde exponténeamente en la zona éptima Ph. 6.80.

Ademds podemos mencionar como ventajas de la citada recccidn
Sellek-Frade las siguientes:

lo.- Por ser entre las reacciones de disfuncidn hepatocelu-
lar actualcs la mds simple y econdmica.

20.~ La prueba se reacliza con un ayuno simple, lo cual evita
las complicaciones e inconvenientes de nuevaes extracciones, admi-
nistracién de inyecciones o ingestidn de substancias diversas.

30.~ 4lta estebilidad y conservacidn indefinida de los reac-—
tivos.

4o0,- Sensibilidad y corto espacio pera su realizacidn.

50.- Procedimiento Stendard, Cuantitaetive y Ultramicrométodo.

60.- Bcjo costo totclmente insignificante.

En cuanto a economfa y sencillez de su procedimiento Yy su
elevado {ndice de sensibilided ninguna supera @ la prueba Scllek-
Frade del Acetato de Cobre.

Reaccidn de Sellek-Frade del Acetato de Cobre

¥aterial de laborctorio.
£1 material necesario para verificar la reaccidén es el si-
guiente:
a) Haetrdz volumétrico de 500 cc.
b) Matrdsz volumétrico de 100 cc.
c¢) Pipete de 5 cc., graduada en 0.1 centimetro cidbico.
d) Pipetas de 1 cc. graduaedas en 0.1 y 0.01de centfmetro ci-
bico.
e) Tubos de¢ ensayo de 20 x 120 milimetros.
Beactivos.
1) Solucidn stock de dcetato de Cobre.- Se prepara disolvien
do en el matrfz aforado de 500 centimetros cubicos, 200 miligramos
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de Acetato de Cobre quimicamente puro y llevando hasta la marca -
con agua destilada; mejor bidestilada. Conservada esta solucidn
Stock en el refrigerador es estable por tiecmpo indefinido; sin em-
bargo es aconsejable cambiarla cada mes.

2) Solucidén reactivo de Acetato de Cobre.- Esta solucidn sc
prepara midiendo 2.5 centfmetros cubicos de solucidn Stock en un
matrdz volumétrico de 100 cc., y llevando haste la marca con cgua
bidestilada. Esta solucidn se prepara en el momento de uscrla.

Como la solucidn Stock, esta solucidn reactivo, guardadc en
¢l refrigerador se¢ puede conscrvar un tiempo indefinido, pero es
mejor usaer solucioncs reactivos jfrescos.

Técnica de la reaccidn método Standard

La prueba es muy scnsille; consiste en colocar en dos tubos
de ensayo perfectamente limpios scis centimetros cubicos de solu-
cidn recctivo. Se agrega a uno de los tubos 0.1 de centimetro ci-
bico. de suero }résco del paciente. Se agita ligeramente observan-
do los resultados después de cinco minutos. El otro tubo nos sirve
como testigo después de agregaerle 0.1 centfmetro ctbico de aguc
destilada; para controler el buen estado de la solucidn Stock,

Si la reaccidn es negativa, el liquido permanece limpido o
muestra una ligera opalescencia librc de fléculos. En los casos
positivos aparece un enturbiamiento tanto mds intenso segiun el gra-
do de fuerza de lec reaccibn, ddndose el resultado por cruces ( =
Fatotat, bt ¢+ F o)

Cuando el tubo de la reaccidn se deja en reposo a la tempe—
ratura embiente mds o menos durante 18 horas; en los casos positi-
vos intensos se observa unc completa precipitacidn, sicndo el 1{-
guido sobrenadante completamente claro. En las reccciones débil-
mente positivas la precipitacidn es ligera. El grado de precipita-
cidn a las 18 8 24 horas puede ser reportada segidn su intensidad
por cruces.

En el presente trabajo se¢ efectuaron ademdés de lcs lecturcs
de 5 minutos y 18 hores indicados en €l trabajo original y cn 1o0s
casos positivos; observaciones a distintos tiempos, hcbiendo com-—
probado cémo la recccibén se va intensificando haste llegar a la
completa preccipitecidn, variendo el ticmpo c¢n distintas reaccio-
nes desde los 15 minutos hasta las 24 ﬁoras,tiempo en que se daba
nor finalizada la observacidn.



Lo lecturc visual de la reeccidn dc resultados eorrectos;
pero el enturbamiento puede medirsc y c¢axsresarse en forme de uni-
dades, déndose cs{ detcrmincei.arcs cuentitativas.

La curve que sirve pare cxprcsar los resultados del entur-
biamiento en jforme de unidadcs arbitrarias sc obtiene por compara-
¢idn con solucioncs turbics de Cloruro de Bario.

Preparecidn de las solucioncs de turbiddéaz de Cloruro de Bario.

Cloruro de Berio 0.0962 N.- Poner 1.175 grms. de cloruro de
bario en un frasco volumétrico de 10 cc. Disolver en aegua destila-

da, Diluir ¢ lc marca Yy mcaclar.
dcido sulfirico 0.2 #: lkcdir alredcdor de 800 cc. de agua destila-

da en un frasco de 1.000 cc. Afedir 5.6 de dcido sulfirico, diluir
¢ la marca y meszclecr. Enfriar antes de ser usado.

Transferir 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, cc. de la solucidn de Cloruro
de Becrio en frascos volumltricos de 100 cc. Diluir a la maerca con
la solucidn 0.2 N de dcido suljfurico y mezclar.

Estos standards couivalen a unidcdes de turbidez de ?4cetato
de Cobre” de 3.7, 7.4, 14.8, 22.2, 29.6 y 37. Dicheas unidades co-
rresponden aproximadamente a las quc obtienen MacLagan con la com—

s’ -
paracidén visual cn un comparador con los tubos gelatina-albumina.

La unidad de turbidéz del ”4cetato de Cobre* es arbitraria
como en la prueba de timol.

Las comparaciones que efectué con luc escela de turbidéz de
cloruro de Bario fueron comparaciones visuales macroscdpicas; pu-

diendo efectuarse en fotocolorimetro o espectofotdémetro.
En nifios y otros pccientes en los gue es compendimobtener

suficiente sangre parc efectuar varias reacciones o para andlisis
repetidos se usa la prueba del Acetato de Cobre como *Ultramicro-
nétodo?”,

Técnica del ultramicrométodo.

Coloccr 0.60 cc. de lec solucidn reaectivo de Acetato de Cobre
en un tubo de 13 z 100 mm. 4Affadir 0.01 cc. de suero fresco del pa-
ciente.

La lecture de los resultaedos sc hace en formae idéntica a la
reaccién standcrd,

Como se observeré por lo cnteriormente descrito, la prueba
es sencilla y econdmicca,

Uscundo patroncs de Clorureo de Berio y con el espectofotéme-
tro Coleman Jr.,los autores del método hun encontrado en nifios ci-



fras normales de ¢ J.8e Para los cdultos eracn de O e 4.72.
Las pruebas de le funcidn hepdtica en el dicgndéstico diferencial
de las enfermedades del higado,

Al interpretar las pruebaes de la funcidén hepdtica hay gque te-
ner en cuenta que en muchas enfermedades existe hiperglobulinemia
y puede estar interesado el hfgado o no estarlo. Por consiguiente,
un resultado positive puede indicar enfermedad de este drgano fci-
rrosisf,una enfermedad esenciclmente no hepdtica (mielomatosis) o
una con afeccién del higado (lupus).

No obstante, para el diagndstice diferencial de las hepato-
patfas es Util la regla genercl de gue las lesiones graves de la
célula hepdtica son casi siempre positivas la reaccidn de la ce-
Jalina~colesterina y otraes relacionadas con ella. Por consiguiente,
serdn positivas en la eirrosis portal.

En la hepatitis aguda es positiva generalmente la de flocula-
cidn por el timol, indicendo actividaed inflametoria, es decir, a-
feccidén del sistema reticulcendoteltal, que elabora las globulinas
beta y no degeneracidn de la célulec hepdtica,

Hey veriaes enfermedades no hepdticas en les que estdn aumen-
tadas las lipoprotefnaes del suero, por ejemplo la nefrosis, que -
puede dar reaccidén del timol pesitiva.

En la iatericiec obsiructiva, sobre todo si es de large dura-
cidn,hay un cumento tal de los lfpidos en la sangre, con una jfun-
cidn hepatocelular solo ligeramente alterada, gue las reacciones
dcl timol son fuertemente positivas y la cefaline-colesterina pue-
de ser negativa,

Para propdsitos clinicos la prueba del Acetato de Cobre es
indiscutiblemente un método Util de determinar la funcidn hepdtica.
Por lo prdetico, simple y elevado fndicec de sensibilidad la prue-
ba del Acetato de Cobre se puede tomar como una prucbha segura de
laboratorio.

La prueba del Acetato de Cobre es Util en los casos de Hepa-
titis agudas vireles siendo positive en un 100% de los adultos y
un 83.3% en nifios. En los casos de Cirrosis hepdtica en nifios ello
se comporta como positiva en el 100% de los casos.

Es una prueba valiose en el diagnéstico diferencial entre
fotero debido a un dafio hepatocelular o e una obstruccidn he dtica.

En los casos de Hepatitis agudaes vircles las reacciones de
Hanger, MHacLcgan y Sellek-Frade muestran unac similitud en los re-
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sultados durcnte el perfodo agudo de la enfermedad. £l término mc-
dio de positividaed e¢s de 3 o 4 +; luego lec prueba del 4cetato de
Cobre es lc primecra en hacerse negativae, siendo esto una favora-
ble indicacidn. Resultodos positivos prolongados indiccn degenec-
reccidn hepdtica.

En los casos de Cirrosis he.sltica le prugba de Sellek-Fradc
¢s fuertemcnte positiva, Los varios grados de turbidéz obtenidos
¢ través dc la enfermcdad, sirven de gufa pare el pronéstico y
curso de la mismc.

En lc prucba del Acetato de Cobre tiene un alto indice dec
especificidad en los casos de dafio hepatbcelular,

" La presencic de fotero no impide la reelizacidn de lc pruc-
ba de Sellek-Frande.

La prueba del Acectato de Cobre es muy dtil paera seguir el
progreso y restaurccidn de la integridad hepctocelular, siguicndo
el dafio hepdtico,donde esto sea posible.

4+ LICACIOHNES DE INVESTIGACION

4 continuccidn se presentan reaccioncs verificedas en 337
personas divididas en tres grupos, asi:

Primer_ Grupo: 187 sueros de pesrsonas tuberculosas comprobadas co-
mo casos avanzados, asiladas en el Hospital de Soya-
pango.

Segundo Grupo:40 observeciones entresaccdas de fichas de nifios GS8i-
cledos en--el -Hospituel “Benjoemfn Bloom”, cuyos dicgnos-—
ticos implicam alteracidm furcional de. la célula hepd .

Tercer_ Grupo: ffgaéueros de personas asistentes al Laboratorio
Central de la Direccidn General de Sanidad porc con
trol scroldgico investigando s{filis.

4 todos estos grupos se les verificéd la reaccién de Scllck-

FPrade y las recccionecs de grupo, enturbiacmiento del Timol y la de

Sloculacidn de Haenger, secgidn puede comprobarse en detalle en los

cuadros adjuntos.



Andlisis del cuadro No.

compuesto de 187 pacientes tuberculosos cvanzados.

CUADRO NULERO UNO

1l correspondicnte al primer grupo

Reac._ Sellek Heac. del Timol Recc. Hanger Total Porcentajes
Negativos Negativos Negativos 14 75 %
Negativos Vegativos Positivos 23 12.3 %
Negativos Positivos Negativos 2 1.1 %
Negativos Positivos Positivos 2 l.1 %
Positivos Negativos Negativos 6 3.2 %
Positivos Negativos Positivos 76 40.6 %
Positivos Positivos Ncgativos 3 1,6 %
Positivos Positivos Positivos 61 32.6 %
187 100.0

Se pueden observar los siguientes resultados:

Concordancic total entre las tres recaccciones, con

resultcdos positivos 0 negativoS...cceveeses 75 = 40.1 %

Concordancia parcicl (entre dos reacciones).104 - 55.6 %

Discordancia del Sellek con las otras dos

caxassssaswis O =~ 43 %
Resumiendo lc concordancia total y lc parcial se puede con-—

ceder a la recccidn de Sellek-Frecde unc concordancia de 95.7% y

una discordanciac de solo 4.3 % 1o que revela su alta sensibilidcd.

Detalles:

PEOACCTONEBa s ics ool nssbeissss

La concordancie parcial Sellek-Timol alcanzd 101 reacciones:
con un porcentaje de 54%.

Lc concordancia percial Sellek-Hanger jfué de 153 reccciones
0 se¢a un porcentaje de 81.9.

Se notard en lo anterior que la concordancia se mcnifiesta
con un porcentaje mayor c¢ntre las reacciones Sellek-Hanger - -
(81.9 %) que entre lcs reacciones Sellek-Timol (54 %) y este re-
sultcdo viene en apoyo del criterio de que le reaccidn de Hanger
¢s més sensible y especffica que la rcaccidén de Timol (debido pro-
bablemente a las exigencias de pH y la inestabilidad de los recc-
tivos usados en esta tltime reaccidn) cin cucndo se ha preferido
pere esta reaccidn la lecturc de 24 horas en vez de la lectura de
30 minutos, yc que lc lecturc de 24 horas parece mds exacta segin
Yos siguientes resultedos:
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- Reaccidn del Timol
Lecturae a 30 mnts., Lecturc de 24 horas Total Forcentaje

Negativos Negativos 117 62.6 %
Negativos Positivos 45 24, %
Positivos Positivos 25 13.4 %

Lo anterior revele que de no habersec verificado la lecturc
de 24 horas habrian pascdo desapcrcibidas 45 reacciones positives,
clasificadas como negctivas en la lectura de 30 minutos; lo cual
instruye que lc lectura dc 24 horas en le reaccidn del Timol au-
menta la segurided de los resultcdos en las investigaciones clf-
nico seroldégicas.

La lectura de este mismo cuadro (Nimero uno) sugiere que
le tuberculosis en st como infeccidn, no influye en el resultado
de las reecciones, ya que se nota que adn cucndo todos los pacien-—
tes son tuberculosos comprobados, se hen obtenido los resultados
siguientes:

Reacciones de Sellek Negativos sobre 187 41
Reacciones de Timol Negativos sobre 187 119
Reacciones de Honger Negativos sobre 187 25

Infiriéndose acsi que los casos positivos son debidos, no a
le infeccidn tuberculosc en si misma, sino ¢ su localizacidn sobre
el hfgado, con el consiguicnte disfuncionamiento de la célulc he-
pdtica y quc de los result~dos negativos puede deducirse que diche
célula no he sido dafadc.,



CUADRO NU:E£EQO DOS

Anflisis del cuedro nimero dos que corresponde al segundo
grupo compuesto por 40 nifios del Hospitcl ”Benjamin Bloom”; con
diagndstico clfnico de doiio en la célula hepdtica 34 casos y sin
defio hepltico 6.

Reage. Sellek Reacc, Timol Reacc. Hanger Total
Negativo Negativo Negativo 2
Negativo Negativo Positivo 2
Negativo Positivo Negativo 0
Negativo Positivo Positivo 0
Positivo Negativo Negativo 1
Positivo Hegativo Positivo 11
Positivo Positivo Negativo 0
Positivo Positivo Positivo 13
Positivo No se hizo Positivo 6

De la lectura resulta: concordancia totel entre las tres -
reacciones 14, concordencic parcicl, 13 y concordancia, solo en-
tre dos reacciones verificades 6; o sean un total de 33 reaccio-
nes concordantes que representan c¢l 97% de los casos presentados
con diagndstico de da”o hepdtico. Un caso fué discordante gque re-
presenta solo un 3 % de discordancic.

Detalle:
Concordancia Sellek-Timol clcanza a 16 (47%)
Concordancic Sellek-Hanger 31 (91%)

La mayor concordancia del Sellek-Hanger queda ezxplicada por
las mismas razones que las dedas ¢ propdsito del cuadro numero uno.

En los seis casos restcnies en los que el diagndstico clini-
co no revela probable daiio hepdtico el resultado fué el siguiente:

Reacc., Sellek Reac. Timol Reacc. Hanger Total
Negativo Negativo Negativo 2
Negativo Negativo Positivo 1
Negativo Positivo Positivo 2
Positivo Negativo Positivo 1

En este pequeiio cuadro llcma la atencidn que la reaccidn de
Sellek se manifiesta negativo en 5 de los 6 casos presentcdos, cu-
yos dicgndsticos no preveen dafio hepdtico.

.a concordancia total y parcial fué en 4 casos y la discor-
dancia cn dos, Por lo pequefio del niumero de casos$ no 8¢ cree con-

Lemiente estecbleecr porc2ntajes

JE D



Anélisis del cundro numero tres relativo a 110 pacientes

IS

n
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sistentes al Laborctorio Centracl de lc Direccidn General de Sani-

dad paera exdmen seroldgico investigendo infeccidn sifilftica.

En este grupo no se supone ni se espera lesidén hepdtica al-

guna, sino de manerc eventucl,

Los resultcdos fueron los siguientes:

Infec, ILuéticc Reac.Sellek  Recc. Timol Reac.Hanger Total Porcent.
Negctivo Negativo Negativo Negativo 34 30.9%
Posit.Débil Negetivo Negativo Negativo 27 24.6%
Positivo Negativo Negctivo Negativo 24 21.8%
Posit.Fuerte WNegativo Negectivo Negativo 13 11.8%
Negativo Positivo Positivo Positivo 5 4.6%
Positivo Positivo Positivo Positivo 4 3.6%
Negativo Negativo Positivo Negativo 1 0.9%
Positivo Positivo Negativo Negativo 1 0.9%
Positivo Positivo Positivo Negativo l 0,

wtldf 200202
” De la lectura de este cuadro se scca la siguiente observacidn:

Que la infeccidén sifilftice con resultados seroldgicos positivos en
las reacciones de Sellek, Timol y Hanger como se obeserva en el con-
Junto de 64 reacciones positivas ¢ sifilis, se encuentran las reac-
ciones de Sellek, Timol y Hrnger completamente negetivaes Yy en cam—
bio en cinco reacciones negativas » sifilis fueron positivas las
tres reacciones en estudio junto con curtro casos positivos a si-
filis; lo cual hace penscr que en estas pcrsonas sf{ habian lesio-
nes de la célula hepltica.

En tres reacciones restantes los resultcdos jfueron irregulac-
res y no permiten conclusidn algunr.

En resumen, en este grupo, 98 ccsos fueron totalmente negati-
vos a la lesidn hepltica como erc de esperarse, constituyendo un
porcentaje dec negatividad dc89.9 % es decir mfés o menos 90%; cons-—
tituyendo los 12 ccsos restcntes un 8.27% de positividad y 2.7 %
de resultecdos irregulares, lo cucl rcvela un alto indice de confiacn-
2a en estas tres recccioncs en estudio.

La reaccidn de Sellek prescntd un grecdo de negativided de 99
casos sobre 110 cesos prescentcdos lo gque corresponde & un 90%, ca-
sos quc como sc¢ hace énfcsis en les linecs anteriores no habfa ba-
se e@lguna p rc esperar lecsioncs de 1 eélulc he-dticae, 1o que re-

ceificided y sunsibilid.d de lo recccidn de Sellek-Frade.
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CONCLUSIONZES

Se presenta una nueve recccidn de floculaccidn para lc investi-
gacidn del disfuncionamiento de la célulae he-fAticc como unc
contribucidn de la Facultad de Ciencias Quimices, en su sec-—
cién de la Escuele de Quimica Bioldgica.

Se ¢ompara esta reaccidén con las usadas corrientemente parc
este fin; la de floculacidn de Hanger y la de enturbicmiento
del Timol.

De esta compcracidn se concluye que lc recccidn presentada,
llamada de Sellek-Frade es unc reaccidn sensible, de técnica
mds sencilla, mds barata y cuyos reactivos son mds estables,
pudiendo usarse por un ticmpo muchfsimo més largo que el de -
los otros uscdos en las reccciones de Hcnger y Timol.

Esta reaeccidn puede uscrse con ccntidades escasas de suero -
sangufneo cn su modalided Illamada micrométodo o microreaccidn.
Se presentan los resultedos obtenidos en numerosos ccsos cli-
nicos que se detcllan en los cuadros correspondientes; agre-

- do observaeciones obtenidecs por ensayos llevedos en e¢l Hospital

de niTos ”Benjemin Bloom” en casos de alteracidn de lc gldn-
dule heodtica segin téecnica suministreda por el sustentante.
Segin los observaciones detalladecs en los cuadros correspon-
dientes, la reaccidn de Scllek-Frade no es injfluenciada por
enfermedades tcles como 1lc¢ tuberculosis, stfilis y otras, que-
dendo como reaccidn de cltc sensibilided y especificidad en
ccsos de dafio de lc c¢é€lulc henltica.



CERTIFICACIONES.

El Infrascrito Director del Hospital de Soyapango, CERTIFICA:
Quc lcs Reaccioncs presentedces en el trabajo de Tesis, por el Br.
José 4lfredo kMolinec, comprendidas de los numeros del 1 al 184, han
sido verificadas en pacientes de este Hospital,

Y parc los usos que convengcn al intercsndo, le extiende la
prescnte en Soyapengo, a los dicz y ocho dfas del mes de Diciem-
brec de mil novecientos cincuenta y nueve.

(f) Dr. Armcndo Riverae Villacorta,
Director

0000000000000

El Infrascrito Director del Hospital ”"Benjemin Bloom” CERTI-
FICA: que las anteriores observaciones, estdn de acuerdo con los
originales llevados en el archivo de este Hospital, correspondien-

tes a leas fichas clfnicas de cada peciente enotado en los cuadros
enterioress
San Saelvador Merzo 9 de 1960.

(f) Dr, Santiago Hernéndez 4.

0000000000000

El1 Infrascrito, Director de la Divisién d¢ Laboratorios de
1oz Direccién Generacl de Sanidad, CERTIFICA: que del 26 de junio
de 1959 al 26 de agosto del mismo cfio, le jfueron entregaedos al Br.
José 41fredo Molinc, 110 muestras de sueros sanguineos humanos de
los que habfian sido usacdos en la seccidn de Serologia.

Y parec los usos gque convengan al interesado. se extiende la
presente - a los diez y nueve dias del mes de marzo de mil novecien-

a

s sesenta.

(f) Dr. Roberto Arévalo,
Director Divisidn de Laboratorios.
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