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RESUMEN

En el presente trabajo se ha estudiado la disproteinemia hepdtica por medio
de una técnica Inmunoquimica cuantitativa en una serie de ratas con le-
siones hepdticas téxicas por CLC y otra serie de ratas a las que se habia
practicado una hepatectomia standard del 75 %. Junto a este estudio ex-
perimental se ha analizado la disproteinemia en una serie de enfermos
afectos de hepatitis cronica y de cirrosis.

Este andlisis inmunoquimico ha sido completado con un estudio de la
persistencia plasmdtica de la IgG marcada con yodo 131 en la serie de
ratas con lesiones experimentales, y un andlisis del depdsito de gamma
globulina en el parénquima hepdtico de estos animales,

Loz andlisis obtenidos nos han permitido valorar las variaciones de la
albimina transferrina y de las tres inmunoglobulinas, en los diversos tipos
y grados de afectacién hepdtica. Comprobando que en las lesiones ini-
ciales sélo estdn aumentadas la IgA e IgM mientras que la IgG tarda
mds tiempo en aumentar presentando sus mdximos valores en los tltimos
estadios lesionales. La albumina y transferrina descienden conforme las
lesiones son mads avanzadas. Estas variaciones fueron independientes del
tipo de lesién hepdtica inducida.

La alteracién de las inmunoglobulinas en los enfermos hepdticos ha mos-
trado una estrecha correlaciéon con el tiempo de protrombina, encontrin-
dose un aumento precoz de la IgA e IgM cuando las alteraciones del
tiempo de protrombina eran poco marcadas, mientras que en los pacien-
tes con grandes alteraciones de la protrombina el incremento de las in-
munoglobulinas era mds homogéneo.

Estos resultados son concordantes con los obtenidos mediante el marcaje
de IgG con yodo 131 y sugieren la posibilidad de que cuando hay mayor
incapacidad funcional hepdtica existe también un déficit catabdlico mds
marcado para las inmunoglobulinas.

La disproteinemia €S una  caracteristica
comun de todas las enfermedades cro-
nicas del higado. Gracias a ella tiene cier-

(*) El presente trabajo ha sido realizado con
una Beca de Iniciaciéon a la Investigacion del
Ministerio de Educaciéon y Ciencia.

to valor diagndstico la electroforesis del
suero y las llamadas pruebas de funcién
hepética. La reciente incorporacién de
técnicas inmunoquimicas para el estudio
de las proteinas, tales como la inmuno-
electroforesis y la- inmunodifusién ra-
dial - han permitido conocer mejor
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las alteraciones de las diversas proteinas
séricas en las enfermedades del higado.
Sin embargo, por razones técnicas y, so-
bre todo, por la importante funcién que
poseen las Igs en su calidad de anticuer-
pos, se han valorado en estos trabajos,
casi exclusivamente, las modificaciones
que experimentan las inmunoglobulinas,
sin apenas considerar las alteraciones del
resto de las fracciones proteicas.

Las primeras determinaciones cuantitati-
vas de las Igs, permitieron establecer unos
criterios que permitian relacionar deter-
minados cuadros histopatoldgicos con los
diversos patrones de alteracion de las Ig.
Sin embargo, trabajos posteriores mues-
tran resultados contradictorios 1% 16, ne.
gindose en la actualidad el valor diag-
nostico de estas determinaciones .

La diversidad de los resultados obtenidos
por estos autores puede deberse, en par-
te, a que las Igs son una fraccién mds de
los componentes proteicos plasmadticos,
por lo que para su valoracién exacta se
requiere el conocimiento del resto de las
fracciones proteicas. De otra parte, algu-
nos autores han llamado la atencién re-
cientemente sobre el aumento progresivo
de las Igs a medida que se acentia la se-
veridad de las lesiones hepaticas 2 %, Da-
do que no ha podido demostrarse una
relacién entre el incremento de las Igs y
un aumento de su sintesis por las células
inmunocompetentes, en el curso de lesio-
nes hepdticas cronicas, pudiera ser que
la relacién del higado con el nivel de
Igs se deba mas al papel que éste pueda
desarrollar como lugar de catabolismo de
las mismas que a su influencia sobre la
sintesis. De forma que el mayor o menor
incremento de Igs, se pudiera deber a
una mayor o menor afectacién de la fun-
cién catabédlica del higado.

El mecanismo de esta funcién catabdli-
ca no esta totalmente esclarecido, aunque
su existencia ha sido demostrada experi-
mentalmente 7. Los resultados obtenidos
hasta ahora en Clinica, han arrojado re-
sultados contradictorios. Creemos que es-
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to puede deberse a las diferencias en las
técnicas utilizadas por los diversos auto-
res, y a la dificultad que entrafia la va-
loracién del estadio evolutivo en que se
encuentran las lesiones de la heterogénea
casuistica clinica utilizada,

La hipdtesis de que el aumento de las
Ig que tiene lugar en las enfermedades
hepéticas pueda tener un origen meta-
bolico, en el sentido de un déficit de la
funcién destructora del higado, estaria
de acuerdo con la demostrada correla-
cién que existe entre la intensidad del
grado de insuficiencia hepdtica y la ele-
vacion sérica de las inmunoglobulinas 2
%, El estudio detallado de esta correla-
cién proporcionaria utiles criterios para
la valoracién de las enfermedades hepd-
ticas,

En el presente trabajo, mediante una téc-
nica de inmunoelectroforesis cuantitativa,
parcialmente elaborada por nosotros, he-
mos analizado simultineamente varias
fracciones plasmdticas, incluidas las Ig,
en el suero de varios lotes de ratas a
las cuales se les habia provocado dos ti-
pos de lesiones hepdticas experimentales,
una téxica, de evolucidon y tendencia
progresiva, con tetracloruro de carbono
y otra atéxica y regresiva, mediante la
realizacidon de hepatectomia standard del
75 %.

Con objeto de poder valorar el factor ca-
tabdlico del higado, se valoré el tiem-
po de persistencia intravascular de la
IgG marcada con I en los diversos lo-
tes de animales. Se hizo, paralelamente,
una valoracién del depédsito de gamma
globulina en el parénquima hepdtico por
medio de inmunofluorescencia.

Finalmente, para poder precisar hasta
qué punto tenfan proyeccién clinica los
hallazgos experimentales, se analizaron
mediante inmunoelectroforesis cuantitati-
va los sueros de enfermos hepdticos cré-
nicos. Los resultados obtenidos se orde-
naron tanto seguin el cuadro histopatols-
gico como segin el tiempo de protrom-
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bina, que es considerado actualmente co-
mo uno de los indicadores mas fieles
del funcionamiento hepdtico .

MATERIAL Y METODOS

1. Produccion de lesiones hepdticas

En un grupo de animales se indujo una
lesién atdxica y regresiva, mediante la
hepatectomia standard del 75 % 5%, Se
utilizé con este propdsito un lote de 30
ratas Wistar cuyo peso oscilaba entre
150 y 200 gr. Se obtuvo sangre de estos
animales a las 24 y 72 horas y a los 14
dias de haber realizado la ablacion del
parénquima. El otro tipo de lesién hepd-
tica fue toxico y con tendencia a la pro-
gresién, mediante la utilizacidon de tetra-
cloruro de carbono el cual se aplicd en
dosis de 0,25 ml por via intraperito-
neal 517 Este tipo de lesidén se indujo a
una serie de 45 ratas, siguiendo la siste-
matica que describimos a continuacidén. A
un primer lote de 10 ratas se les adminis-
tré una sola dosis del tdxico, producien-
do una lesion aguda que denominaremos
estadio I; a un segundo lote de 10 ratas
se le administraron 10 dosis consecutivas
del téxico durante 20 dias, con lo que se
alcanzé el “estadio II” de lesién; al ter-
cer lote, que constaba de 25 animales, a
los que se les aplicaban 40 dosis por es-
pacio de 3 meses y las lesiones obtenidas
fueron consideradas estadio III. Al final
de cada periodo se hizo examen histo-
patolégico de las lesiones producidas.

2. Estudio inmunoelectroforético de los
sueros

Cada uno de los sueros de animales con
lesiones hepdticas experimentales fue ana-
lizado tanto por inmunoelectroforesis
simple 1%, como por inmunoelectroforesis
cuantitativa tal como lo describiremos a
continuacion.

ay Produccién de antisueros: el inmuno-
suero de rata se obtuvo mediante la in-
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munizacién de conejos, con pool de sue-
ro de rata normal, mezclados a partes
iguales con adjuvante completo de
Freund. Los animales recibieron durante
4 semanas una dosis de 0,5 ml cada
7 dias y fueron sangrados a la semana
de la dltima inyeccidn.

b) Inmunoelectroforesis cuantitativa: pa-
ra el andlisis cuantitativo de las diversas
fracciones proteicas se ha utilizado la
técnica descrita por Alfonso! 2 con las
modificaciones que describimos a conti-
nuacion: 6 microlitros de suero se de-
positaban en pocillos- de 2 mm de did-
metro, excavados en el centro de la pre-
paracion de agar, e inmediatamente se
hacia una electroforesis a 220 voltios uti-
lizando buffer veronal pH 8,6. El tiem-
po de electroforesis era el necesario para
conseguir que la albumina migrara 1,5
cm del pocillo. Finalizada la electrofo-
resis se dejaban difundir las fracciones
durante 12 horas, a temperatura ambien-
te. Pasado este tiempo, se cubrian las pre-
paraciones con un papel de filtro Wat-
man numero 3, impregnado homogénea-
mente con 0,8 ml del antisuero poliva-
lente. En estas condiciones se incubaban
las preparaciones durante 48 horas a
37° C. La lectura se hacia por planime-
tria de las ampliaciones fotograficas de
las preparaciones.

3. Andlisis de la persistencia intravascu-
lar de la IgG marcada con I3,

a) Obtencion de IgG de rata: de un
pool de sueros de rata normal se aislé
la fraccion gamma, por precipitacién con
sulfato amonico al 33 9%. La fraccién
fue posteriormente eluida en columna de
Sephadex G-2002%, se recogid el eluido
en un colector de fracciones y se realizé
posteriormente control inmunoelectrofo-
rético de cada uno de los tubos, separan-
do aquellos que contenian IgG exclusi-
vamente.

b) Marcaje de la IgG con I¥3': se hizo
mediante incubacién con una solucion
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de I con una actividad de 5 milicu-
rios. El icdo libre fue eliminado median-
te filtracion en Shefadex G-25%,

Las dosis de IgG marcada fueron admi-
nistradas a los animales por via intra-
peritoneal. Los niveles de radioactividad
hematica y urinaria fueron valorados ca-
da 24 horas ; la sangre se obtuvo por pun-
cion cardiaca percutdnea (0,50 ml/24 ho-
ras). Para evitar errores debidos a la po-
sible captacién tiroidea, se administré a
los animales lugol por via oral durante
los dias que duré la experiencia.

¢y Cilculo y valoracién de los resulta-
dos: con los valores obtenidos de las
muestras de sangre y orina se calcularon
los siguientes pardmetros '':

1) Fraccién de la dosis retenida en
plasma (Qp).

2y Tiempo en que la dosis inicial se re-
duce al 50 % (T ).

3) Velocidad de degradacién (K).

4.  Analisis del depésito de gamma glo-
bulina en el parénquima hepdtico.

La valoracién del depésito de gamma
globulina en el parénquima hepdtico de
las diversas series de animales se reali-
z6 mediante la reaccién de inmunofluo-
rescencia.

a) Obtencién del inmunosuero de gam-
ma globulina de rata: la fraccién gamma
del suero de rata se obtuvo mediante pre-
cipitacién con sulfato amdénico, y poste-
rior elucién en columna de Sephadex
G-20012-2 Se hizo control inmunoelec-
troforético de las diversas fracciones. El
eluido se concentrd por evaporacién has-
ta 20 mg/ml. La gamma globulina de
rata, asi aislada, se mezclé a partes igua-
les con adjuvante completo de Freund.
La pauta de inoculacién de conejos fue
la misma que se empled para la obten-
cion del inmunosuero de rata polivalen-
te.
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b) Marcaje del inmunosuero con tiocia-
nato de fluorescefna: en este paso se
siguié la sistemdtica propuesta por Gold-
man 2,

¢} Reaccion de inmunofluorescencia: se
utilizé la reaccién de inmunofluorescen-
cia directa. Los higados de las diversas
series de animales, fueron congelados a
—160° C por inmersién en nitrégeno li-
quido. De las distintas piezas congela-
das se realizaron cortes de 8 micras de
espesor en criostato. Cada uno de los
cortes se mantuvo cubierto con antiglo-
bulina marcada durante 30 minutos a
37°C. Al cabo de este tiempo fueron la-
vadas con suero fisiolégico tres veces
consecutivas encontrdndose en condicio-
nes de ser estudiadas con el microscopio
de inmunofluorescencia.

5. Estudio clinico

Fueron analizados 42 sueros de enfermos
hepdticos. 12 presentaban una hepatitis
cronica ; los 30 restantes eran cirréticos.
Se utilizaron 20 sueros de individuos sa-
nos, como control. El diagnostico se ba-
sé en la mayoria de los casos en el es-
tudio histopatolégico de los higados por
biopsia.

Sistemdticamente se analizaron las diver-
sas pruebas de funcién hepdtica. Asi co-
mo la determinacién de SGPT y SGOT,
el nivel de bilirrubina y sus fracciones y
la prueba de retencion de bromofenofta-
Jeina 2%, Junto a estas determinaciones, se
valor$ sistemdticamente el tiempo de
protrombina después de haber adminis-
trado parenteralmente 10 mg de Vit K
durante un minimo de 4 dias.

En todos los casos se realizd proteino-
grama del suero mediante electroforesis
simple en acetato de celulosa 8.

De cada uno de los sueros patoldgicos
se realizé un andlisis inmunocuantitati-
vo. Se siguié la misma sistemdtica que
con los sueros de rata.
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RESULTADOS

1. Andlisis antigénico del suero de rata
normal.

El andlisis inmunoelectroforético del sue-
ro de rata normal nos permitié identifi-
car 16 fracciones proteicas, entre las que
se encontraban las 4 inmunoglobulinas
IgGa, IgGb, IgA e IgM.

El andlisis mediante inmunosuercs hu-
manos nos ha permitido precisar la co-
munidad antigénica entre el SHN y SRN
entre las siguientes fracciones proteicas:
Albumina, Ceruloplasmina, Haptoglobina,
Transferrina = IgG.

2. Resultados de la Inmunocelectrofore-
sis cuantitativa,

a) Sueros normales: mediante esta téc-
nica se han cuantificado 8 fracciones pro-
teicas del suero de rata y 8 del humano.

En la figura 1 podemos observar la for-
ma de apariciéon de los diversos halos
de precipitacién de las fracciones iden-
tificadas.

En las tablas I y II se recogen los va-
lores normales y las desviaciones stan-

&, -Lip  P-Lip

Fig. 1.

tdn representadas todas las fracciones que fueron

cadas.
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dard de las 8 fracciones analizadas en el
SRN y SHN. Las fracciones que presen-
taron mayor desviaciéon fueron la albu-
mina y la antitripsina en el suero hu-
mano, arrojando desviaciones de ()22
y (=) 26 respectivamente. Se comprobd
que el drea de los anillos de precipita-
cién no sufria ningin cambio a partir de
las 20 primeras horas de incubacién. Se
encontrd relacién final entre las dreas de
precipitacién y las variaciones de la can-
tidad de antigeno empleado.

b) Disproteinemia por lesion téxica: los
resultados de los valores encontrados en
los sueros de los animales con lesiones
toxicas experimentales estan expresados
en tantos por ciento de la normalidad. La
figura 2 es la representacién grifica de
estos resultados. En las ordenadas se ex-
presan los porcentajes, en las abcisas, las
dosis de tetracloruro de carbono que se
administraron a las distintas series de
animales, Como puede verse en la figu-
ra, la disprotenemia fue mads marcada
conforme las lesiones eran mds avanza-
das. La albimina y transferrina disminu-
yen de forma casi paralela, presentando
sus niveles mds bajos en los sueros de

Cerulo  IgM Iga

Esquema de la inmunoelectroforesis cuantitativa, Es-

identifi-
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1

PORCENTO Y DESVIACION STANDARD DE LOS VALORES
OBTENIDOS EN U2 DE SRN

IsA  IgM

SRN Alb. Antitrip. Lipo. Hapt. Transt. 18G
8 microlitros 249 130 45 60 73 329 194 130
8 v 250 150 50 75 69 322 210 137
s ” 253 151 54 65 71 320 200 137
§ ” 250 150 53 70 70 328 198 134
& ” 254 140 49 60 68 330 200 140
8 . 251 145 60 67 72 225 199 135
8 249 150 50 68 69 328 201 139
8§ ” 252 151 46 65 70 327 157 134
8 ” 250 146 49 70 68 329 202 137
& ” 252 139 52 60 71 326 200 140
X 251 145,20 50,80 66 70,10 326,4 200,11 136,1
+ 1,70 6,94 4,29 5,03 1,66 3,24 4,15 3,13

los animales que habian recibido 40 do-
sis de tetracloruro de carbono (esta-
dio III).

Las inmunoglobulinas presentaron un
comportamiento distinto, segin los esta-
dios lesionales. La IgA e IgM alcanza-
ron sus maximos valores en los primeros
estadios, tendiendo, mds tarde, hacia los

TABLA

valores normales. La IgG fue la dltima
en aumentar alcanzando los mayores ni-
veles en los ultimos estadios lesionales,
mientras que en las fases agudas se ha-
Haban dentro de la normalidad.

c) Disprotenemia post hepatectomia: Se
analizaron los sueros de estos animales
a las 24 y 72 horas y a los 14 dias de

I

INMUNOELECTROFORESIS CUANTITATIVA: VALORES NORMALES

Antitrip-  Haptoglo- Ceruloplas- Transfe-
Pool Albuimina sina bina mina rrina IeG IgM IgA
1 295 170 71 57 146 357 81 188
2 325 125 73 65 132 327 83 191
3 343 125 65 47 150 327 82 163
4 350 183 79 60 138 375 85 187
5 355 145 78 52 143 362 84 198
X 333 146 73 56 142 371 83 185
% 22 26 6,7 7,1 6,1 5,5 1.4 11

(*) Las cifras corresponden al drea de los
des planimétricas (U2).

anillos de precipitacién expresada en unida-
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Fig. 2. Representacién grifica de los resul-
tados de la inmunoelectroforesis cuantitativa
en los diversos grupos de ratas con lesiones
téxicas experimentales.

haber realizado la hepatectomia. Los re-
sultados estdn expresados en la tabla III.

Las mayores variaciones disprotefnicas se
encontraron a las 72 horas de la hepate-

DISPROTEINEMIA HEPATICA 143

comia. Las inmunoglobinas que aumenta-
ron mds precozmente fueron la IgA e
IgM estando ya aumentadas a las 24
horas de la ablacién del parénquima. La
IgG tard6 mds en aumentar, y sélo se
encontré elevada a las 72 horas de la
hepatectomia. Las fracciones analizadas
se hallaron dentro de los limites de la
normalidad a los 14 dias.

3. Persistencia intravascular de IgG
marcada con 131,

a) Caracteristicas de la IgG aislada:
en la fig. 4 se reproducen las caracteris-
ticas inmunoelectroforéticas de esta frac-
cién que fue aislada entre los tubos 45
y 50 del eluido en Sephadex G-200. La
concentracién de IgG en el eluido fue
de 1,8 mg/ml por lo que hubo de ser
concentrada hasta alcanzar los 17 mg/ml

b} Caracteristicas de la dosis adminis-
trada: tras la incubacién de la IgG con
el 1131, se procedié a la separacién de la
proteina marcada y el iodo libre, median-
te elucién en Sephadex G-25. Se obtuvo
una curva con 2 picos de radioactividad.
El primeroc mostré 1.285.000 CPM/ml/m
y correspondia a la protefna marcada. EI
conjunto de esta fraccidon fue dividida en
cantidades de 0,5 ml con una actividad
de 792.728 CPM/ml/m. Con cada una
de estas muestras se inocularon las dis-
tintas series de animales.

¢) Resultados: la persistencia hemadtica
fue determinada diariamente en cada uno
de los tres lotes de animales. En la ta-
bla IV se reproducen los resultados obte-

TABLA III

RESULTADOS EN

TANTO POR CIENTO DE LA NORMALIDAD

A LAS 24 Y

72 HORAS Y A LOS 14 DIAS DESPUES DE LA HEPATECTOMIA

72 horas 14 dias

24 horas
Albimina 89 % =+ 35 93 + 32 968 + 7
1eG 97 % + 62 108 + 4 101 £ 22
IgA 112 % + 35,1 126 + 7 112 + 82
IgM 1289% + 6 130 + 5,2 104 + 45
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Fig. 3. Inmunoelectroforesis cuantitativa de un suero de rata con cCirrosis
toxica perteneciente al estadio II (preparacidn superior) en comparacién con
un suero de rata normal.

Fig. 4. Inmunoelectroforesis simple de la preparacién de 1gG que se empled
para el marcaje con lodo 131.
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TABLA 1V

Cirrosis | Hepatectomia Controles

Dia Qp+ % K++ Qp % A_K Qp ?U K
1 75 29,6 80 18,5 38 30,7

2 50 26 55 23,7 26 35
3 33 22,6 42 30 14 45,5
4 28 20 32 37 10 71,4

5 20 10,3 22 31,8 7 66
5 14 6,6 18 27,5 4 514

7 12 3.3 14 5,5 2,4 24
Promedio — 16,9 — 20 —_— 46,5
T} = 2,93 dias Tt =241 dias Ti = 1,5 dias

Qp % : Porcento de la dosis de persistencia plasmdtica.

K: Constante de degradacidn,

nidos en cada uno de los grupos: Puede
comprobarse en ella como la degrada-
cién promedio fue mucho mayor en el
grupo de animales de control que en el
de los animales con lesiones hepdticas

experimentales. En la figura 5 estdn re-
presentados simultdneamente los valores
encontrados para los T 1/2, y persisten-
cia intravascular en las tres series de
animales.

Fig. 5. Representacién grafica de la persistencia plasmadtica (Qp) de
la IgG marcada con Iis; en los tres grupos de ratas.
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Resultados del estudio
histopatoldgico.

a) Lesiones téxicas: las alteraciones
histolégicas en los higados de esta serie
de animales, oscilaron desde cambios
degenerativos citoplasmdticos y nucleares
tales como degeneracién hidrépica vacuo-
lar o picnosis, que se encontraron en las
ratas pertenecientes al primer estadio,
hasta llegar a cuadros cirrdticos clara-
mente establecidos con extensiva fibro-
sis, neoformacién de nddulos y prolife-
racién de canaliculos biliares en los hi-
gados pertenecientes al estadio III.

En el estadio intermedio, estadio II, pu-
dieron precisarse junto a cambios dege-
nerativos nucleares y citoplasmdticos

404
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idénticos a los observados en el primer
estadio, cierto inicio de fibrosis periportal.

b) Estudio del andlisis histoldgico en
la serie de ratas hepatectomizadas: Ias
alteraciones mas marcadas las encontra-
mos en las ratas que fueron sacrificadas
a los 3 dias de haberse realizado la he-
patectomia. Estos cambios consistieron
fundamentalmente en un marcado aumen-
to del nimero de mitosis; mas raramen-
te se observaron algunos hepatocitos va-
cuolados y aumentados de tamafio. A
los 14 dias de ia reseccién el higado pre-
senta una arquitectura normal. El nu-
mero de mitosis habia disminuido consi-
derablemente respecto a las lesiones ob-
servadas a los 3 dias.

10 2D 3D 4D

Fig. 6.

Preparacién histolégica de los higados de ias ratas pertenecientes al estadio I
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Resuitados del analisis
por inmunofluorescencia.

a) Separacion de la fraccion gamma del
inmunosuero: el inmunosuero frente a
gamma globulina de rata presenté un po-
der precipitante hasta la dilucidén 1/32.
La especificidad real del mismo pudo ser
comprobada por inmunoelectroforesis. La
fraccién gamma de este inmunosuero se
obtuvo, a su vez, mediante precipitacion
con sulfato amoénico. La concentracién
final obtenida fue de 10 mg/ml. Para una
correcta incubacién con el Isotiocianato
de fluoresceina hubo de concentrarse
hasta 25 mg/ml. Tras la separacién cro-
matografica en DEAE se obtuvieron 3
picos de elucion. El mayor titulo precipi-
tante se encontrd en las fracciones II y
IT1 de la misma.

b) Depésito de gamma globulina en el
parénquima hepdtica: las diferencias de
depdsito encontradas entre los tres gru-
pos de ratas, que han sido objeto de
nuestro estudio, fueron significativas. So-
lo pudo constatarse en las dos series pa-
tolégicas, la fluorescencia fue mads inten-
sa que en las normales. No pudieron pre-
cisarse claras diferencias en la forma de
la precipitacion ni en la de su localiza-
cion.

Resultados de la disproteinemia
en enfermos hepaticos.

a) Analisis de los datos clinicos y and-
liticos: el estudio clinico permitié sepa-
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rar a los enfermos en dos grupos: ci-
rrosis y hepatitis crénica. En el primer
grupo, la prueba de retencién de la bro-
mofenoftaleina fue patolégica en todos
los casos con una media del 24 9% de
retencion. El indice de protrombina, arro-
i6 un promedio de 61 = 10. En las he-
patitis, la evolucién fue mas corta que
en los cirrdticos. El indice de protrombi-
na presenté un promedio de 72 +8§, sien-
do patolégico en el 61 9% de los casos.
El anilisis del proteinograma no nos per-
miti¢ establecer claras diferencias entre
ambos grupos.

b) Andlisis inmunoquimico cuantitativo
de los sueros normales: los resultados
obtenidos con los sueros de control es-
tdn reproducidos en la tabla 1. En ella
se expresan las dreas de precipitacién de
cada una de las fracciones determinadas.

¢) Andlisis inmunoquimico cuantitativo
de la disproteinemia hepdtica: en la ta-
bla V, A, se reproducen los resultados
de cada fraccién expresados en tantos
por ciento de la normalidad. De las Igs
fue la IgM la que se encontré mis ele-
vada, presentando valores mds altos en
el grupo de hepatitis. La IgG se encon-
tr6 mds incrementada en el grupo de ci-
rrosis. La IgA no mostré diferencias sig-
nificativas. El resto de las fracciones es-
taba disminuido en ambos grupos, excep-
to la ceruloplasmina, que se encontré al-
go disminuida en la cirrosis, 91 %, y li-
geramente aumentada en las hepatitis
cronicas. La haptoglobina no ofrecié va-
riaciones valorables.

TABLA V

A) Segitin tipo
anatomo clinico

B) Segiin indice
de protrombina

Hep. Cr.| Cirrosis 30-50 ’ 50-70 70-90 | 90-100

Albdmina 36+ 16 45+ 18 | 26 + 9 35+16 1 40 £29 | 74 £ 15
Antitripsina 69 + 6 60+ 5 55+15] 60 +20] 62 +15) 70+ 6
Haptoglobina 95 +8 1100 + 4 916 93 + 3 92 + 10 1100 + 8
Ceruloplasmina 106 + 7 91 +65, 80 +12 | 89+ 10, 88 £2,5| 98 + 8
Transferrina 86 + 10 | 71 +£ 9 76 £ 6 82+ 151 93 +£6 99 + 4
IsM 144 + 15 [128 £ 15 160 £ 2 (137 +15 (127 +5 1104 £ 4
IgA 120 +£ 18 [ 130 £ 25 [ 123 + 15 | 122 + 17 | 130+ 12 l 107 £ 3

i IgG 106 + 4 \119i9 118 £+ 4 |113+8 |103+6 {104 +3
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d) <Caracteristicas de la disproteinemia
segin el indice de protrombina: los re-
sultados de los valores ordenados segin
el indice de protrombina estdn expresa-
dos en la tabla V, B. Se puede cbservar
como la albimina ofrece un marcado
descenso aun cuando el indice de pro-
trombina no se encuentre muy alterado.
En cambio la transferrina disminuye de
forma paulatina y paralela a dicho in-
dice. De las inmunoglobulinas es la IgM
la que aumenta mdas precozmente. La
IgG aumenta de forma paulatina confor-
me el indice de protrombina va descen-
diendo. La IgA ofrece un comportamien-
to irregular.
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Fig. 7. Promedio de los valores y desviacio-
nes standard de la albumina, transferrina,
1gG, IgA, e IgM agrupados de acuerdo con
el indice de protrombina.
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DiscusioN

En el presente trabajo se han analiza-
do las Igs junto con otras fracciones pro-
teicas, con objeto de establecer la co-
rrelacion existente entre la insuficiencia
hepética y las alteraciones proteicas. Pa-
ra estudiar la disproteinemia inducida
experimentalmente en ratas fue necesa-
rio llevar a cabo un andlisis inmuno-
electroforético previo del suero de rata
normal. Para mejor identificar las frac-
ciones se realizé un estudio de la co-
munidad antigénica de este suero con el
suero humano normal. Para ello se uti-
lizaron tanto inmunosueros humanos po-
livalentes como monoespecificos. Pudi-
mos comprobar comunidad parcial en-
tre seis fracciones proteicas. De las in-
munoglobulinas, sélo presenté comuni-
dad antigénica IgG. El nimero de frac-
ciones comunes superd a las encontra-
das por otros autores*. Una vez identi-
ficadas las fracciones del suero de rata
normal, se procedié a la determinacion
cuantitativa de las mismas, para lo cual
se empleé un método de inmunoelec-
troforesis cuantitativa parcialmente ela-
borado por nosotros, y basado en el
descritc por Afonso 2 Esta técnica pre-
senta la ventaja, sobre otros métodos
inmunoquimicos cuantitativos, de que
permite tasar varias fracciones simultd-
neamente, mediante el empleo de un
solo suero polivalente, Utilizando varios
pools pudieron identificarse 8 fracciones
proteicas tanto en el suero humano nor-
mal como en el suero de rata normal.
En el sueroc humano normal, las frac-
ciones que mostraron valores individua-
les mds dispares fueron la albumina y
la antitripsina, arrojando desviaciones
standard de =26 y =+ 22 de los va-
lores medios correspondientes. Estas va-
riaciones individuales parecen correspon-
der a diferencias reales, entre distintos
sueros normales y han sido encontrados
también con otros métodos de determi-
nacién distintos del utilizado por nos-
otros %,
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En los sueros de rata la dispersién de
valores fue menor. Las fracciones que
presentaron mayor variabilidad fueron
las o-1-lipoproteina, la antitripsina y la
IgA.

Todos los valores han sido referidos en
tantos por ciento de la normalidad, con
relaciéon a los pools de sueros normales
estudiados. Como en la actualidad dis-
ponemos de soluciones standard, con
cantidades conocidas de proteinas. su
empleo nos hubiera permitido comuni-
car los resultados en mgr. Sin embargo
creemos que esto carece de valor préc-
tico puesto que los valores individua-
les son tan distintos de unos laborato-
rios a otros que siempre es necesario
incluir como control un grupo de sue-
ros normales para comunicar los pro-
pios valores normales,

Por medio de esta técnica inmunoqui-
mica-cuantitativa, se analizaron los sue-
ros de varios lotes de ratas con lesio-
nes experimentales. A una primera se-
rie se le produjeron lesiones tdxicas por
tetracloruro de carbono de tendencia
progresiva. Se eligié este téxico por ser
de uso muy comun en hepatologia ex-
perimental y en consecuencia las alte-
raciones que provoca, tanto histoldgicas
como bioquimicas, han sido muy estu-
diadas® ™. A otra serie se le produjo
una lesidn,. standard del 75 9% con lo
que provocamos una lesidon en la que
las alteraciones se debieran exclusiva-
mente al déficit de parénquima hepd-
tico 26,

El andlisis de las proteinas de estos
animales nos ha permitido relacionar
los diversos patrones de alteracion de
las inmunoglobulinas y de otras frac-
ciones proteicas con los diversos grados
de afectacién hepdtica. Hemos compro-
bado que las fracciones anddicas, albu-
mina y transferrina arrojan los valores
més bajos en los estadios lesionales mds
avanzados, llegando incluso al 50 % en
la serie de ratas que presentan un cua-
dro cirrdtico ya establecido. De otra
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parte, en la serie de ratas hepatectomi-
zadas las cifras de albuminas mds ba-
jas, se presentaron a las 72 horas de
haber producido las ablaciones del pa-
rénquima, normalizdndose a los 14 dias
de la misma. Estos hallazgos son com-
pletamente concordantes con los encon-
trados en Clinica y en otros trabajos
experimentales y pueden explicarse con-
siderando que es ¢l higado el lugar
donde se sintetizan estas proteinas ' 1% %,

El comportamiento de las Ig mostré dis-
tintos patrones segin el grado de afec-
tacion hepdtica. En las lesiones agudas,
tanto téxicas como por hepatectomia, son
las IgA y la IgM las que se encontra-
ron mds incrementadas. Si observamos
los resultados obtenidos en los estadios
lesionales de mds larga evolucién, ve-
mos céomo el aumento de las Ig se va
haciendo mds homogéneo, de forma que
la IgG, que en la primera seric se en-
contraba dentro de los limites de la
normalidad, aparece ya incrementada,
en estas series, mientras que la IgA e
IgM, aunque aumentadas, arrojan cifras
que se acercan mds a los valores nor-
males. Los valores encontrados en las
72 horas de la hepatectomia son seme-
jantes a los encontrados en el segundo
estadio de lesién por tetracloruro de
carbono caracterizado por un aumento
mds homogénec de las tres Ig.

Este incremento de las Ig en las lesio-
nes hepdticas, puede ser atribuido a un
aumento de su sintesis por las células
inmunocompetentes que infiltran el hi-
gado. Sin embargo, esta hipdtesis aun-
que ha sido muy discutida, no ha po-
dido ser confirmada$. Otra explicacion
alternativa serfa admitir un fracaso, en
el higado enfermo, de una posible fun-
cién catabdlica de las inmunoglobuli-
nas. El hecho de que sea el higado el
lugar de destruccidon de estas fracciones
proteicas ha podido ser demostrado por
Cohen. La posibilidad de que el incre-
mento de las inmunoglobulinas en Ia
insuficiencia hepdtica estaria en relacién
con un déficit en su funcién catabdlica
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igual que el descenso de la albimina
lo estd con una disminucidén en su sin-
tesis tiens, por tanto, una base experi-
mental que la apoya.

Esta posibilidad estaria de acuerdo tam-
bién con nuestros resultados, dado que
las inmunoglobulinas que aumentan més
precozmente son aquellas de turnover
mas corto, IgA e IgM. De otra parte
esta hipdtesis explicaria los hallazgos
inmunoquimicos en la serie de ratas he-
patectomizadas en las cuales las varia-
ciones de Igs sélo pueden justificarse por
una disminuciéon de su destruccién, da-
do que en el higado de estos animales
no existe ningun tipo de reaccién me-
senquimal y la insuficiencia hepdtica
que aparece se debe exclusivamente a
la disminucién del parénquima 2.

Los resultados que hemos obtenido me-
diante el marcaje de la IgG con I po-
nen de manifiesto una notable disminu-
cion de Ja capacidad de eliminar de la
circulacién sanguinea esta Igs, en aque-
llos animales en los que se indujo una
lesién hepdtica independientemente de la
naturaleza de la misma. Los resultados
de este estudio son concordantes con
otros trabajos de fisiologia experimental
y constituyen a nuestro juicio un argu-
mento a favor de la intervencidn di-
recta del higado en el catabolismo de
la Igs?. Los estudios del turnover de las
Ig en Clinica humana han dado resul-
tados contradictorios hasta ahora?® ®.
Creemos que el origen de estas discre-
pancias se debe a la diversidad de las
alteraciones funcionales que en cada
caso presentaban los enfermos® % y al
empleo de preparados de gamma globu-
lina comercial no purificada, que ha
sido usada, en general, sin previo con-
trol inmunoelectroforético.

FEl andlisis mediante inmunoelectrofore-
si$ no nos permitié precisar claras di-
ferencias del depdsito de inmnoglobuli-
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nas en los diferentes grupos de anima-
les. Con estos resultados confirmamos,
en cierto sentido, los hallazgos de otros
autores ¢ que no han podido encontrar
correlacidén entre el depdsito de gamma
globulina y el aumento de las mismas
en el suero de los enfermos.

El estudic de la casuistica clinica ha
consistido en el andlisis inmunoquimico
de 8 fracciones proteicas, incluidas las
Igs, en 42 sueros de enfermos hepdti-
cos: 12 hepatitis crénicas y el resio
cirrosis. De una parte los resuitados fue-
ron ordenados segun el diagndstico do
Ia lesidn, lo que nos permitid precisar
algunos detalles diferenciales tales como
pequefias diferencias en el comporta-
miento de la ceruloplasmina que en las
hepatitis crénicas se encuentra ligera-
mente aumentada en contraste con la
cirrosis que estd algo disminuida. El
comportamiento de la IgG e IgM tam-
bién han sido distintos en ambos gru-
pos anatomoclinicos. La IgG estd mads
aumentada en la cirrosis, mientras el in-
cremento de la IgM predomina en Ia
hepatitis crénica.

La alteracién de las inmunoglobulinas
ha mostrado, por otra parte, una estre-
cha correlaciéon con las del tiempo de
protrombina. Se ha encontrado un pre-
dominio de IgM e IgA cuando las al-
teraciones de protrombina eran poco
marcadas mientras que en los pacien-
tes con grandes alteraciones de la pro-
trombina el incremento de las tres in-
munoglobulinas era mis homogéneo e
intenso. Ello estd en concordancia con
los resultados experimentales y viene a
apoyar la interpretacién de que cuando
hay mayor incapacidad funcional existe
también mayor inhibicién del catabolis-
mo de las inmunoglobulinas y, en con-
secuencia, hay una mayor elevacién sé-
rica de las mismas.
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SUMMARY

Clinical and Experimental Study of Hepatic Dysproteinemia

In this work a study of liver dysproteinemia
was made by immunochemical technique on
a series of rats with hepatotoxic lesions pro-
duced by CCls and another series in which
a standard 70 ° hepatectomy was carried
out. Serum dysproteinemia in a series of
patients with chronic hepatitis and liver cir-
rhosis was also investigated.

Inmunochemical analysis was also completed
by a study of plamatic levels of IgG labelled
with Iis; and the deposit of gamma globulin
in the liver parenchyma of the rats with ex-
perimental lesions.

With the resulis obteined we have been able
to evaluate the variations of serum albumin,
transferrin and immunoglobulin levels in the
different gradss of hepatic involvement. In
the initial stages only IgA and 1eM was faund

to be increased later attaining maximal va-

lues in the final stages of liver damage.
Albumin and transferrin levels decrease with
advancing liver damage. These wvariations

were independant of the type of lesion pro-
voked.

Alteration of immunoglobulin levels in pa-
tients with liver disease have shown a close
correlation with prothrombin time, We have
found an early increase of IgA and IgM le-
vels when prothrombin time was altered very
little whereas in those patients with prolon-
ged prothrombin time the increment of the
gamma globulin was hcomogeneus.

These resullis match with those, obteined by
IgG labelled with liz-, and suggest the possi-
bility of there existing a deficiency of cata-
bolism of the immunoglobulins with increa-
sed liver funcional incapacity.
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