SECCION DE LABORATORIOQ

La prueba de Sellek-Frade (al acetato de cobre)

en la bep:z.tftfs viral y su evaluacion clinica

Por el Dr. ). Pavapnivrrgit™!

Premisa y breves datos de Lo literatura

Para el diagniéstico, asi como para la
evaluacién de la eficacia del tratamiento
y del pronéstico de las hepatopatias.
incluyendo la hepatitis viral, goza de
particular importaneia, indudablemen-
te, la exploracion funcional del higado,
en la cual ocupan un lugar prominente
los tests eucoloidales (tests para deter-
minar la estabilidad coloidal del suero
sanguineo). Independientemente de la
ausencia de especificidad de los mismo:
con respecto al estado funcional del hi-
gado, ellos se distinguen por su simpli-
cidad. lo cual explica su exlenso €m-
pleo en la prictica. Por consiguiente.
s¢ han propuesto numerosos tests de
labilidad coloidal, tales como los de
Me. Lagan, Kunkel, Hanger. Takata-
Ara, Wuhrmann-Wunderly, Gross, La
Huega-Popper, ete. Todos elloz ze fun-
dan en alteraciones de la estabilidad
coloidal del suero sanguineo, principal-
mente como consecuencia de las modi-
ficaciones que experimentan las protei-
naz del suero, tanto desde el punto de
vista cuantitativo como, en especial, del
cualitative. El suerg de la sangre hu-
mana constiluye, como se sahe, una so0-
lucidn coloidal de tipo lidfilo (estable)
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basada en las considerables propiedades
de hidratacion de las proteinas del
suero,

La presencia de las fuerzas de tension
superficial en el suero determina su
tendencia a disminuir la superficie in-
terfacial entre las particulas proteicas
v las del solvente, produciéndose asi la
agregacion de las tltimas.

A la aceién de las fuerzas de la ten-
sion superficial se oponen dos factores:
la carga eléctrica de las proteinas y su
hidratacién. Por intermedio del fend
meno de la disociacién idnica entre la:
moléculas de las albiiminas y Jas de las
zlobulinas por una parte y el medio de
dispersion por la otra se establece un
diferencial. ¥ come la disociacion idnica
de las proteinas depende del pH del
medio, =i este dltimo e5 mas alto que su
punto izoeléetrico, tendra lugar la di-
sociacion principalmente como acido.
cargindose la proteina positivamente.
Sin embargo. las proteinas del suero.
que s¢ preseotin usuzalmente como aci
dos. tienen una carga negativa., permi-
tiendo su estabilidad en el manteni-
miento de la solucién. En tanto que la
carga eléetrica de las particulas se man-
tenga, las dltimas no pueden ejercer
contacto unas con otras, hecho bien co-
nocido, que las particulas con una mie-
ma carga se repelen entre =i,

Fl segundo factor, contrarrestando la
fuerza cohesiva de las moléeulas de pro-
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teina, €x su hidratacion como resultado
de los grupos hidréfilos polares de su
superficie y de la formacién de la pe-
riesfera hidrica: asi, la tensién inter-
facial que existe entre las partes exter
nas de esta periesfera hidrica y el agua
libre, muy débil. no condiciona mais
afinidad hacia las particnlas entre s
que hacia el zolvente.

Un test de labilidad coloidal es el test
de Sellek-Frade, propuesto por estos
autores en 1956. Independientzmente
de su falta de especificidad, el aumento
paralelo de la positividad del mismo
con la gravedad del cuadro clinico en
los easos de hepatopatias ha demos-
trado utilidad, comprobada por los tra-
hajo de Nguen The Minh' (Francia).
N. Padoleechia® v cols. ([talia), etc.
Su indudable ventaja consiste no sélo
en su relativamente alta sensibilidad.
sing también en la simplicidad de su
técnica de aplicacién. Ambas cualida-
des nos incitaron a usar sistematica-
mente este test en clinica, comenzando
en marzo de 1962,

Por el presente trabajo intentamos
familiarizar a los lectores con la téc
nica de dicho test y los resultados de
su experimentacion  clinica  efectuada
por nosoiros en pacientes con hepatitis
viral.

TECNICA Y MECANISMO DE ACCION

Reactivos: 1) “Selucién madre™ de
acetato de cobre (200 gr. en 500 ml. de
agua destilada) .

2) “Solucién reactivo™, que se pre-
para del modo siguiente: En un frasco
de M) ml. de capacidad se colocan
2.5 ml. de la “solucién madre™ de ace-
tato de cobre y se le ailade cantidad de
agua destilada suficiente para hacer
100 ml.

Ambos reactivos s¢ conservan en re-
frigeracion por large tiempo (mas de
8 meses).
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Meétodo: Se¢ vierte 0,1 ml. de suero
fresco v se anaden 6 ml. de la solucion
reactivo.” Después de 5 minuntos se lec
el resultado en diferentes grados de po-
sitividad.

fN. de lu R.) Los mejores resultados
s¢ obtienen empleando agua hidestilada,
y preparando la solucién reactive en el
momento de usarse,

=i no hay turbidez, se senala el resul-
tado con el signo negative (—); si e
observa una opalescencia apenas visi-
ble, se evalia como ligeramente posi-
tiva (==} : si la turbidez de la solucién
es claramente visible pero no se ob-
serva precipitado, el resultado se eva-
Iia como positive por (=4). Cuando en
presencia de turbidez relativamente me.
nor s¢ obscrva también un precipitado,
¢l resultado de la reaccién se considera
como altamente positive y se anota
(44} o (4441, segin la cantidad

del precipitado.

Para una evaluacion mids objetiva de
los resultados de esta reaccién se de-
hera usar el método torhidométrico con
un comparador, o, lo que es mucho me-
jor, en un fotocolorimetro eléctrico del
mismo modo que se¢ hace para el test de
Me. Lagan, expresando el resultado en
unidades Kinshury. Hemos considerado
el test como negative (—) cuando co-
rresponde a 0-0,8 U., como ligeramente
positivo (=) con 8,08-2 U., positive ()
caando corresponda entre 2 y 3 UL, po-
sitive con (+4-) cuande corresponde
a 3-4,5 U., v altamente positive (4--44)
cuando corresponde a mas de 4,5 U. El
filtro v el espesor del stratum liquide
son los mismos que para el test de
Me. Lagan.

El mecanizmo de la reaccion de Sellek-
Frade se interpreta como la capacidad
del acctato de cobre para desnaturali-
zar las proteinaz en condiciones par-
ticulares (disminucion del sistema pro-
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teico de las albiiminas) y por la flocu-
lacion del producto desnaturalizado co-
mo resultado de su baja selubilidad en
comparacion von la proteina.

Cuando el pH de la reaccion es cerca
de 7.7, las moléculas proteicas estin
cargadas negativamente  (aniones)  lo
que favorece la floculacion.

Ademds, la hidrofilia del electrélite
icobre) tiene una gran importancia en
la destrueeion de las particulas de pro-
teina. lo que conduce a su estabilidad.

MATERIAL Y METODOS

El estudio ¢ [unda en 303 determi-
nacioncs con ¢l test del acetalo de co-
hre efectuadas en 100 pacientez con he-
patitiz viral. De estos 1) pacientes.
29 correspondian a la forma benigna,
52 a la forma de mediana gravedad.
12 a la grave v 7 a la forma prolongada:
48 eran hembras v 52 varones; 11 pa-
cientes s¢ hallaban entre los 15-19 afios
de edad, 65 entre los 2040 anos, 12 en-
tre los 40-50 y otros 12 eran de mas de
30 anos. La determinacion del test de
Sellek-Frade =¢ realizé en ¢l comienzo.
en el acmé v en el periodo final de la
enfermedad. De modo paralelo se de-
terminaron los tests de Me. Lagan, Kun-
kel, Wuhrmann-Wunderly y Takata.
asi como de las proteinas totales del
suero, el coeficiente A/G, laz fracciones
proteicas del suero (por el método de
Aull-Me. Cord modificado). el coleste
rol total del suero, la hetalipoproteinas
del suero v la bilirrubinemia total.

Durante la elaboracion del material
de estudio, se confrontaron los datos del
test al Acetato de Cobre con los otros
teats de floculacién y también con los
diferentes valores de los componentes
particulares de la protidemia, lipidemia
y la hilirrubinemia total, independien-
temente de la fase o de la forma de 1
enfermedad a fin de formarnos una
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idea sobre la evaluacion del test. Por
otra parte, la comparacion del test en
estudio durante las diferentes fases
formar de easta entidad noszolégica fue
igualmente efectuada.

RESULTADO Y COMENTARIOS

Loz datos (que presentamos en el cua-
dro No. 1 demuoestran que ¢l test de
Sellek-Frade actiia paralelo en cuanto
a sensibilidad con los tests de Me Lagan
v Wuhrmann-Wunderly. mientras resul.
ta imposible determinar ninguna corre-
lacion cntre el test de S5-F por una parte
v los de Kunkel y Takata-Ara por la
otra. Estos resultados corresponden con
los de N. Padoleechia et al. y, en con-
secucncia. parece. que no se refiere a
Ja hemotipia del reactivo, sino mas pro.
bablemente depende de laz: diferencias
en cantidad v cualidad de loz: vompo-
nentes proteicos en particular,

El nimere absoluto de resultados po.
sitivos de distintos testz de labilidad
coloidal coincidieron con los resultado-
positives del rest de Sellek-Frade.

Segiin el cuadro No. 2. resulta clare
que en presencia de variaciones equiva-
lentes de las proteinas totales del 2uero.
el ¢ de resultados positivos ¥ negativos
del TS-F es igual. Ex decir. gque el
valor de las proteinas totale: del suero
ejerce influencia sobre el resultado de
la reaceion de Sellek-Frade.

Analizando los datos ofrecidos en el
cuadro No. 3 se puede deducir que la
hipoalbuminemia » el valor subnormal
del coeficiente A'G tienen una tenden.
cia paralela con la frecuencia de la po-
sitividad de la reaceidon de Sellek-Frade,
Un intenso paralelismo s¢ encuentra en-
tre la positividad del T 5-F y Ia hiper
gammaglobulinemia: =in embarge una
correlacidn relativamente més moderada
s ohtiene en ¢l caso de hiperbetaglobu-
linemia, mientras no es pozible determi.
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CUADRO No. 1

Test Me. Lagan

Test Kunkel

Tesxt Wohrmann-
Wunderly

Test Takata-Ara
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145 225
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CUADRO No. 2

Lus Proteinas totales del suero y la reaccion al acetato de cobre

Porcentaje en relacién al mi-
mero de resultados positives
con la reaccidn de 5-F (246)

Porcentaje de resultados nega-
tivos de o reaccidn de SF(57)

Normoproteinemia
Hipoproteinemia
Hiperproteinemia

27.00%
51,645
20,465

24.48%
34,085
20,945

CUADRO Ne. 3

Las frucciones proteicas del suero (Aull-Me. Cord y la reaccién de S.F)

Fraceién proteica
del suero

Nivel de las fraceio-
nes seroproteicas

Porcentaje de resal-
tados positivos con
la reaccidén de SF

Porcentaje de resul-
tados megatives con
la reaccién de SF

Mias de

o ) Mas de 55% 1,22 0,935 51,33%
Alb pe yrd o
Cott. AT 40.55% (0,66-122) 88,87% 18,67%

¢ Menos de 409 (Menos 10,27 0%
de 0,66)
Elevadas 9,305 12,394
a-globulinas Normales 22,329 15,93%
Bajas 68,387 T1,68%
Elevadas 60,015 21,24%
B-globulinas Normales 32,55% T6,22%
Bajas 7,44 3,545
Elevadas 95,35% 23,01
y-globulinas Normales 4.65% T73.45%
Bajas 0% 3,54%
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CUADRO No. 4

Las beta-lipoproteinas, el colesterol rotal del suero, v la reaceion
de Sellek-Frade

Porcentaje de re-
sultados positivos
del TSF

Porcentaje de re-
sultados negati-
vos del TSF

Nivel supra-

; ) normal T0.54% 76,99
,!i—[r..l[imprﬂmlnﬂr Nivel normal 18.60% 19475
gel suero Nivel sub. 1.86% 3544

normil
Nivel supra.
5.119 3.59%
Coliats normal 2115 7
":Io:ugzl total Nivel normal 57.69% 52.11%
Nivel suh. 31.2 % 355
normal

CUADRO No. 3

La bilirrubine total del suero v la reaccion de Sellek-Frade

Porcentaje de re-

Porcentaje de re-

sultados positivos sultados mnegati-
del TSF vos del TSF
Bilirrubina total Mas de 10 mg.% 27.90% 1775
del suero (Cleghorn | 1-10 mg.% 40.55% 10.62%
Jendrassik ) Menos de 1 mg.56 32.55% 87.61%

nar cierta interdependencia para con las
alfaglobulinas,

Ese paralelismo entre la positividad
del T 5-F v la hipoalbuminemia refleja
las diferencias coloidales cuantitativas
secundarias sobre el nivel de las seroal.
himinas como resultado de hipergamma
v menos de hiperbetaglobulinemia. Por
tanto se debe llegar a la conclusion de
que el test del acetato de cobre refleja
las variaciones de laz gamma-globulinas
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del suero v en un grado mds moderado
las de las bhetaglobulinas, y quizds se
incluyan, entre otras, las fB-globulinas
de movilidad electroforética minima.

Mediante el cuadro No. 4 no es posi-
hle determinar ninguna coincidencia y.
consignientemente, no puede existir nin-
zuna interdependencia entre la positi-
vidad del T S-F, por un lado. ¥ las beta-
lipo-proteinas y el colesterol total del
suero por la otra.
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CUADRO Ne. ¢

Ef test de Sellek-Frade frente a las diferentes formas de hepatitis viral

Mimero absoluto de resultados negativos

del T 5F
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En ¢l cuadro No. 5 se presentan las
confrontaciones resnltantes de los dife-
rentes niveles de 1a hilirrubinemia total
en relacion con el T S.F, por las coales
s observa un considerable aumento del
e de positividades de este iltimo co-
rrespondiendo a lo: casos  de miveles
supranormales de hilirrubinemia total.

Parcee que estos resultados son sdlo
reflejo de los datos presentados en el
cuadro No. 6 v de las consideraciones
que de los mismos pucden deducirse.

La frecuencia de la positividad del
T S.F en las diferentes fases v formas
clinicas de la hepatitis viral (cuadro
No. 6) ofrece un paralelismo eon el ni-
vel de gravedad del process morboso,
aleanzando ol maximum en la forma
Erave,

Ademas, el mayor nimero de resulta
dos positivos de la reaccion se encuentra
en €l acmé del proceso en todas las for-
mas y el menor durante el periodo de
convalecencia, haciendo pensar que pro-
bablemente este fenémeno se halla con-
dicionade por la tendencia a la dispro.
teinemia durante la evolucion del cua-
dro clinico.

Y como el test de Sellek-Frade sigue
la tendencia ondulatoria de la enfer-
medad misma, se puede utilizar como
criterio de juicio sobre el cardcter de
la evolucion del cuadro clinico y ¢l pro-
néstico de la hepatitis viral.

CONCLUSIONES

El analizis de los resultados mencio-
nados en el trabajo permite aleanzar las
signiente: consideraciones conclusivas:

l. El test de Sellek-Frade e: una re-
accion  inespecifica de la labilidad
coloidal del suero que refleja a me-
nudoe la hipergamma-globulinemia v.
parcialmente. la hiperbeta-globuline-
mia.

[ &

Existe un paralelismo entre el T 5.F,
el de McLagan v el de Wiithrmann-
Wunderly,

3. S¢ ha mencionade una correlacion
directa entre la frecuencia de la po-
sitividad de la reaccidn al acetato
de cobre y el grado de intensidad de
la hepatitis viral.

. El maximum de frecoencia de la
positividad ha sido constatado en el
acmé de la afeccion,

5. Tanto por zu ventajas, como por la
particular simplicidad de su técnica
¥ su valor clinico, es test de Sellek.
Frade puede ser ampliamente apli-
cado en la practica de nuestros hos-
pitales, usindolo, entre otros. como
eriterio para determinar el grado de
alteracion o de la restitucion fun-
cional del higado durante la evolu
cion de la hepatitis viral asi como
las otras hepatopatias,
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