SEGUNDA PARTE

DA TECNICA DA REACAO DE HANGER

pelo

Dr. Domingos I'. Clausell

O limitado uso que se tem feito da prova
de Hanger em nosso meio deve.se. em grande
parte, a suposta dificuldade em se obter o an-
tigeno, isto é, a solugdo etérea de cefalina e co-
lesterol. da qual se parte para obter a suspen-
'sio que se emprega na prova.

Na realidade. a preparagio do antigeno esta
ao alcance de qualquer laboratério clinico, como
se vera adiante na transcricio da técnica. (Si-
mmons ¢ Gentzkow 1) segundo o processo de
Erwin Chargaffl (Hanger)2. Mas tanto para a ex-
tragio da cefalina como para a execugio da pro-
va, é aconselhavel seguir 3 risca um padrio téc-
nico tal como o que apresentam os autores aci-
ma citados. S6 désse modo os resultados tor-
nar-se-ao perfeitamente compariveis.

Reacio de Floculacio da Cefalina-Colesterol

Esta prova depende da precipitagio de um
complexo cefalina-colesterol  pelo soro alterado
em certos tipos de distirbios do figado. A reacdo
¢ geralmente negativa na ictericia por obstrugdo,
mas € positiva nas hepatites, o que pode servir
para distiguir os dois tipos de casos. E um in-
dice de distlrbios do parénquima hepatico, mas
nem sempre segue os resultados obtidos com ou-
tras provas funcionais.

1. REAGENTES:

a —— Preparagio da cefalina: Miolos de car-
neiro sio desidratados em trés extragdes com ace-
tona. O pd séco assim assegurado ¢ extrai-
do trés vézes com dter livre de perdxidos (a-
nestésico). Os extratos ctéreos sio entdo con-
centrados no vicuo ¢ a cefalina bruta precipi-
tada pela adicio de quatro volumes de ilcool
absoluto. O precipitado ¢é redissolvido numa
quantidade minima de éter. Os cerebrosidios sio
precipitados por esfriamento e removidos por cen-
trifugacio. O éter sobrenadante ¢ separado ¢ a
cefalina néle contida é precipitada com quatro
volumes de ilcool absoluto. O precipitado é es-
friado, filtrado, lavado com dlcool e acetona ¢
dessecado. A cefalina final é um pé marrom con.
tendo tracos de outros lipidios.

b — Preparagio da emulsio de cefalina-
colesterol: A solucio-mdie ¢ feita dissolvendo
100 mg. de cefalina ¢ 300 mg. de colesterol em
8 ml. de éter (para anestesia). Esta solucio con-
serva-se indefinidamente num recipiente bem ar-
rolhado.  Prepara-se a emulsio adicionando va-
garosamente e com constante agitagio, | ml. da
solugio-mie a 35 ml. de dgua destilada fresca a
65° — 70° Aqucce-se lentamente até a ebuli-
¢ao e deixa-se a mistura fervendo até que o vo-
lume final esteja reduzido a 30 ml. Durante o
aquecimento forma-se uma emulsio estivel, lei-
tosa e translucida, ¢ todos os tracos de éter sio
expulsos. Depois de esfriar, a preparacio estd
pronta para o uso. A emulsio deve ser prepara-

da imediatamente antes de ser usada, de modo
a obter resultados comparaveis.

2. PROCEDIMENTO

Colocar 0,2 ml. de s6ro em um tubo de

centrifugador, adicionar 4ml. de séro fisiologico
normal e | ml da emulsio cefalina-colesterol.
Agitar bem, cobrir com algodio ¢ deixar na tem-
peratura ambiente.

O tubo ¢ observado em 24 ¢ 48 horas, re-
gistrando-se a presenca ou auséncia de floculacio
ou precipitacio.

Precauc¢des: O s6ro usado deve ser frésco
ou preservado em refrigerador. Nio é muito sa-
tisfatorio usar plasma porque os anticoagulantes
usados podem interferir. Deve usar-se vidraria
limpa, porque metais pesados ou dcidos fortes
podem causar precipitacio.

3. Resultados e Interpretagdes:

Uma prova negativa ¢é aquela em que nio
ocorre floculagio. Uma reacio - 4----f- ¢ aque-
la na qual hi completa floculacio. Sio notados
graus variaveis de floculocio, como . - ¢
4 f- . Uma reagio negativa nio deve ser da-
da com menos de 24 horas de observacao.

A reacio quase nunca ¢ positiva em nor-
mais mas ocasionalmente uma positividade de
I ¢ obtda. F também negativa em casos de
ictericia por obstrugao, via de regra.
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Nos casos crénicos em que ocorre precipi-
tagdo, a reacdo em geral é fracamente positiva;
por exemplo, em casos nos quais ocorreu algum
dano ao parenquima hepdtico. A prova pode fa-
lhar nas hepatites arsenicais.

A emulsio flocula nos casos que mostram
um distirbio ativo do parénquima hepatico, sen-
do o grau de floculacio grosseiramente paralelo
d severidade do processo. A reagio tem conside-
ravel valor prognéstico. Uma floculacio decres-
cente indica cura, uma floculacio completa e
persistente é de grave significagio. LesGes sim-
ples ou circunscritas ao figado usualmente dao
resultados negativos como acontece com 2 icte-
ricia hemolitica. Por outro lado, a ictericia a-
companhada por infec¢Ges agudas ou cronicas, co-
mo pneumonia ou septicemia, ¢é caracterizada
por testes positivos. (Simmons e Gentzkow) 1.

Somente alguns pontos, parece-nos, mere-
cem alguma  elucidagio apds o texto acima,

1. Quando as emulsdes sio preparadas com
dgua, destilada ha ja algum tempo, a prova re-
sulta em precipitacdes falsas, o que se eviden-
cia pela instabilidade anormal do tubo testemu-
nha.

2. Deve-se sempre executar uma prova em
branco. deitando num tubo testemunhas 4ml. de
soro fisioldgico ¢ | ml. da suspensio aquosa de
cefalina ¢ colesterol.

3. A suspensio deve ser feita imediatamen-
te antes de fazer a prova. Desta forma, peque-
nas impetfei¢des no seu preparo, tais como eva-
poracio demasiado ripida ou aquecimento um
pouco além de necessirio para reduzir o volu-
me. ndo se fario sentir na estabilidade da sus-
pensdo.

Antigenos encontrados no comércio sio ven-
didos com instru¢bes que permitem a conserva-
¢io da suspensio a 4-6 graus C. durante virios
das (35, De fato, tal se verifica sempre que a
preparacio da suspensio aquosa seja cuidadosa-
mente realizada. Mas nio creio que seja acon-
selhdvel  prepara-las nas quantidades indicadas.
isto ¢, 1 ml. para 30 ml de SUSPEeNsio aguosa.
ou seja, para 30 provas, porque a conservagao
teria que se prolongar demasiadamente para a-
proveitamento total.

Sug'ro que em laboratorios clinicos sejam
preparadas porcoes de antigeno, usando, por c-
xemplo. 0.2 ml. da solucio alcodlica para 7_ ‘:"‘-
de dgua que se reduzirio a 6. sobre o piléto
de um b'co de Bunsen, ou egilivalente. num
tubo de ensaio de 120x18 mm. O tubo s man-
m préso por um “clamp’’, inclinado acima da
chama. fazendo-a incidir primeiro soébre a par-
te proxima a superficic ¢ baixando-a paulatina-

mente até a convexidade do tubo, onde pode
permanecer sem perigo de lancamento do liquido
para fora. A operagio dura apenas alguns mi-
nutos ¢ se obtém uma quantidade de antigeno
para seis provas, o que, segundo a minha ex-
periéncia, ¢ amplamente suficiente para a maio-
ria dos dias de trabalho.

4. Tem se observado que preparacdes de
cefalina usadas imediatamente depois da extra-
¢ao, mostram-se anormalmente instiveis, isto &,
dao uma leve precipitacio em presenca de soros
normais. Os autores que tem investigado o as-
sunto (Mateer et al.)4 (Hanger).5 observaram
que &ste inconveniente ¢ completamente afastado
pelo amadurecimento da cefalina, que se di ex-
pondo o frasco herméticamente fechado que con-
tém a cefalina 3 a¢do dos raios do sol durante
um ou mais dias.

5. Especialmente no verio convém usar
vidraria perfeitamente limpa e livre de acidos,
como sempre, e esterilizada. Do contririo, o cres-
cimento bacteriano pode determinar o apareci-
mento de falsos positivos, o que pode, ou nio.
se dar também no tubo testemunha.

6. Para cada partida de antigeno. trés pro-
vas pelo menos deverio ser executadas com o
s6ro de pessoas normais.

7. A igua fisioldgica usada deve ter um
teor em cloreto de séd’'o de 8.5 g. por mil. com a
qual se obtém as melhores suspensdes.

8. Desde o trabalho original de Hanger
verifica-se que os autores americanos sio concor-
des em esperar 48 horas para os resultados nega-
tivos, Essa ¢ também nossa pritica e o que nos
ensina a experéncia, pois hi alguns casos em que
a emulsio sé flocula apés 24 horas e pode ir
até a precipitagio franca.

9. Fazemos a leitura partindo sempre da
suposicio que qualquer séro pode ser “positivo
-4 " e registramos os resultados is 24
e 48 horas.

Se 3s 24 horas

houve precipitagio completa,
o resultado final ji pode ser dado como tal,
positivo-- - 4 -

houve precipitagio ou flocu-
lacio apenas parciais, tiramos-lhe a expressio de

-, ficando ainda positivo + 4 /+4:
nao houve precipitagio, tira-
mos-lhe a expressio de duas -, ficando ainda
positivo -+ /- -+
(nestes ultimos dois casos reservamos o re-
sultado final para a leitura de 48 horas)
Se 3s 48 horas
com um séro que as 24 ho-
ras era positivo -----}- /-, houver precipitacio

uma
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- completa. O resultado continuard positivo - 4
+/+ com resultado final, positivo |- 4.

se com outro s6to, positivo
+ -+ /4 as 24 horas, houver precipitagio
parcial, seja que ji houvesse ou que de flocula-
cio tenha passado a precipitado, tiramos-lhe a
expressio de uma -}, e o resultado serd posi-
tivo -4 /- /4, com resultado final positivo
+ -+

se ainda com outro sdro, po-
sitivo -+ /-, a floculagio permaneceu co-
mo tal, tiramos-lhe a expressio de duas - -|.
e ficard positivo + /44 /- resulttado final
positivo --;

se um séro que as 24 horas
nio produziu nem floculagio nem precipitacao.
sendo pois positivo -+ /-, continua sem
produzir altera¢do, tiramos-lhe a expressio de
-+ ¢ o resultado final é negativo;

se outto sbéro positivo - -}
/- as 24 horas mostrar floculacio ou preci-
pitacio. tiramos-lhe a expressio de - ficando
positivo - /4 /44 resultado final positi-
vo -

se, finalmente, um séro po-
sitivo - /-~ 3s 24 horas, mostrar preci-
pitacio total, nada haverd a subtrair do resulta-
do de 24 horas ¢ o resultado final serd positi-
vo -}--.

9. Portanto, estimamos que a leitura de

48 horas é absolutamente necessiria em todos os
casos. exceto nos soros fortemente positivos, pa-
ra a padronizagio dos resultados finais. Do con-
trario. as gradacdes do resultado ficario sujei-
tas a apreciagio individual que nio sé ¢ vari-
ivel como tal, mas o é também em funcio do
tempo.
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FRACIONAMENTO PROTEICO EM ALGUMAS
HEPATOPATIAS

Por

Dr. Mario Rangel Ballvé

Trabalho executado na Terceira Cadeira de Clinica Médica

Alguns meses atrds, lendo The Medical
Clinics of North America, deparamos com um ar-
tigo de Dauphinee e Campbell (4) sdbre o fra-
cionamento das proteinas séricas nas doengas ha-
paticas.

Estes autores, utilizando a técnica de do-
sagem das proteinas de Campbell ¢ Hanna (2).
nio sé conseguem fracion-las como também
constatam a existéncia, nos portadores de hepato-
patias, de uma fracio protéica anormal e des-
conhecida. precipitivel pela solugio de sulfito de
soédio 2 13,59 . Na falta de wuma melhor deno-
minacio, chamam-na de “Fracio 13.5%". e di-
zem ser ela uma globulina provavelmente per-
tencente 3 euglobulina.

Campbell, Dauphinee ¢ Hanna (3) :
viam trabalhado. alguns anos antes. no fracio-
namento protéico de 40 adultos normais e. por
intermédio déles, obtiveram as quantidades médi-as
das diversas fracdes proteinicas e também _ndo
constataram nunca, nestes individuos normais. 2
presenca da fragio 13.5%.

ja ha-

Interessaram-nos, sobremodo, as  pesquisas

dos citados autores ¢ apds conseguir a biblio-
grafia necessaria, iniciamos as investigacdes a res-
peito desta fragio no lLaboratério pertencente a
Cadeira de Clinica DPropedéutica e Terceira Ca-
defra de Clinica Médica,

Nio data de hoje a observagio da imp0lt-
tancia do figado como érgio regulador da uti-
lizacio dos corpos protéicos e de seus produtos
metabolicos.

Foi Filinski (5), em 1922, o primeiro em
demonstrar 2 diminuicio das proteinas sangui-
neas na insuficiéncia hepdtica, embora ji em
1907, Gilbert ¢ Chiray houvessem observado a
diminuicio delas nos portadores de cirrose com
ascite.

Filinski, em suas pesquisas sobre o Eﬁnccr
do figado, notou que em alguns doentes, “a re-
lacio serina-globulina estava alterada no sentido

de um aumento da globulina”, o gue. entretanto.

.

“hipertrofia mas também com

nio podia ser considerado como regra, pois al-
gumas vézes aquela relacio mantinha-se normal.

Em vista déstes resultados, aquéle autor fi-
xa-se no figado e estende suas investigacdes as
afeccdes hepiticas de origem nio cancerosa. con-
cluindo que “nas diferentes enfermidades do fi-
gado. acompanhadas ou nio de icterfcia, acha-se
no séro uma porcentagem aumentada de globulina
em relagio 1 serina. “Em todos os casos consi-
derados, aquela ultrapassou esta. “E muito pro-
vivel que o aumento da taxa da globulina séri-
ca seja causada pela insuficiéncia hepitica”.

Anteriormente, em 1918. Kerr, Hurwitz e
Whipple tinham constatado. experimentalmente,
que as proteinas séricas se formavam em propor-
cio mais lenta do que o normal. no cachorro
portador de uma fistula de Eck,

Com o decorrer dos anos, infimeras inves-
tigacdes foram realizadas a fim de demonstrar a
existéncia de uma relacio entre o figado e as
proteinas do sangue, sendo dignas de citacio as
que passamos a descrever.

Luck (10) fraciona as proteinas obtidas do
préprio Orgio hepitico em quatro fracdes: «lo-
bulina IT. euglobulina, pseudoglobulina ¢ albu-
mina. Em ratos mantidos com alimentacio nro-
téica reduzida. estas fracdes acusam respectiva-
mente as seguintes quantidades: gr. 5.07 : 4.58 :
1.06 : 0.86 por cem gramas de figado. Se aos
mesmos animais di-se uma alimentacio altamen-
te protéica. o fracionamento executado nas mes-
mas condicGes aue o anterior, revela um aumen-
to de 509% a 609% vara cada uma das citadas
fracdes. Bste enriquecimento vrotéico do figado.
ands uma dieta com orande auantidade de al-
buminéides. associa-se nio sé com hinerplasia ou
aumento do con-
teudo protéico por unidade.-auilo de tecido he-
patico.

Estes resultados Tevam Luck a concluir aue
tddas as protefnas participam ioualmente na fun-
cio de armazenagem no fioado.

Addis Poo e Tew (1) snhmerem ratos al-
binos a 7 dias de iejum e verificam aue a auan-
tidade de proteinas perdidas pelos virios érgios
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¢ varidvel para cada um déles. Assim, o figado
perde 409% de suas proteinas; a prostata e as
vesiculas seminais. 299, : o coragdo, os rins, O
sangue ¢ o aparelho digestivo, de 189 a 289 :
os musculos, a pele ¢ o esqueleto, 8% ; o cére-
bro, 59 e os testiculos e as glindulas suprarre-
nais nio perdem nenhuma proteina.

As pesquisas dos autores citados provam que
no figado se depositam e armazenam tédas as
proteinas, as quais, porém, sio fornecidas ao or-
ganismo nos casos de necessidade, o que provo-
ca diminuicdo das reservas protéicas hepiticas.

Surge assim a primeira relagio entre o fi-
gado e as proteinas, a qual considera aquéle co-
mo 6rgio de depdsito destas.

Contudo, com a continuagdo dos trabalhos
experimentais, amplia-se o conceito acima e o fi-
gado passa a ser considerado também como Orgao
produtor de algumas fracoes protéicas, principal-
mente de fibrinogénio e protrombina.

Em 1937. Smith, Warner e Brinkhous (11)
provocam lesdes hepdticas em cachorros por meio
de anestesia cloroférmica prolongada ¢ dosam o
fibrinogénio e a protrombina no sangue déstes
animais. Constatam entio que estas fragdes di-
minuem no sangue proporcionalmente a inten-
sidade da lesdio hepatica causada pelo clorofér-
mio. Verificam também que a diminuicio plas.
matica da protrombina em um figado lesado, ¢
sempre mais intensa que a do fibrinogénio e.
com a recuperagao do Orgao. aquela retorna ao
normal mais vagarosamente do que @&ste.

Foley e colaboradores (6) estudam clini-
camente doentes de cirrose portal com ascite e
outros em que a ascite fora provocada por cau-
sas nido hepaticas (peritonite tuberculosa, insu-
ficiéncia cardiaca congestiva, carcinoma peritoneal,
etc). Nos primeiros, éles constatam a diminui¢io
das proteinas séricas ¢ da serina ¢ aumento da
globulina, com conseqiiente inversio do indice
serina ‘globulina: nos Gltimos. “nio obstante a
perda protéica no liquido ascitico, as proteinas
séricas comportam-se de maneira normal”. “Isto
indica, concluem aquéles autores, que pode ha-
ver grandes quantidades de proteinas no fluido
ascitico sem que exista alteracdo delas no séro
sanguineo’’.

Estes autores também estudaram um grupo
de pacientes sem lesio hepdtica, mas com severas
restricoes  dietéticas (emaciacdo, obstrugao intes-
tinal cronica, etc) ¢ verificaram em todos um
decréscimo do conteudo protéico do sangue sem
que existisse aumento das globulinas e com indi-
¢e serina ‘globulina normal.

Como resultados déstes trabalhos, Foley ¢
set grupo concluem que “as alteragdes protéicas

podem ser atribuidas as lesdes hepaticas e a perda,
por parte déste -Orgao, de sua capacidade para
sintetizar a serina’’,

Neste mesmo ano de 1937, Knutti, Erick-
son, Madden, Rekers ¢ Whipple (8) publicam
suas experiéncias em cachorros, feitas da seguinte
maneira: alguns cachorros normais e dois outros
com fistula de Eck. recebendo didriamente uma
dieta que continha uma média de gr. 1,0 de
proteinas vegetais por quilo de péso corporal,
apos um intervalo de 7 a 9 semanas mostraram
apenas uma discreta diminui¢io na quantidade
de proteinas sanguineas circulantes.

Entretanto, um terceiro cachorro com fis-
tula de Eck e lesio hepitica revelada por bidpsia,
em circunstincias semelhantes as anteriores. reve-
lou-se incapaz de manter sua concentragdo pro-
téica sanguinea acima do nivel de edema, Além
disso, o mesmo animal possuia apenas um dé-
cimo da capacidade dos cachorros normais para
formar novas proteinas, quando varios alimentos
protéicos eram adicionados a dieta basica.

Parece assim, concluem aquéles autores, “quc
a anormalidade hepatica é a responsavel por esta
reacio andémala.  “Esta observagio di forte apoio
2 tese na qual o figado se incumbe ativamente
da fabricagio de novas proteinas plasmaticas’.

Em 1942, Whippple (12), em magnifico
artigo, sintetiza todos os conhecimentos a respe:-
to desta questio e lanca o conceito de “equili-
brio dinimico’” das proteinas. segundo o qual.
as moléculas protéicas podem entrar ¢ sair fa-
cilmente das células. Por outro lado, éle considera
o figado de importincia primordial na produgio
das proteinas plasmiticas. A protrombina. for-
mada no figado. foi colocada, devido as suas
reacdes de precipitagio, entre as globulinas. En-
tretanto, os mais recentes trabalhos com eletro-
forese indicam que ela pertence a fragio albumi-
na. Se éste fato se confirmar, evidencia que uma
importante fragio do grupo albumina é forma.
da pelo figado. como também esti atualmente
bem estabelecido que &ste Orgio produz o fibri-
nogénio, importante fracio das globulinas.

Em vista do resultado dos trabalhos expe-
rimentais. conclui-se que o figado armazena ¢
sintetiza proteinas. Os amino-icidos provenien-
tes da alimentacio protéica sio absorvidos pelo
aparelho digestivo e sintetizados pelas células he-
paticas em proteinas, as quais sio fornecidas ao
organismo de acdrdo com as necessidades cefu-
lares teciduais.

Nio menos interessantes que as pesquisas
experimentais, sio os sinais laboratoriais obser-
vados clinicamente nos portadores de lesio he-
patica. Desde Filinski, sabe-se que nestes estados
existe uma inversio do cociente serina/globuli
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na, ocasionado principalmente por diminui¢io da
primeira.

Entretanto, com o aptimoramento das téc-
nicas de dosagem das proteinas, foram observa-
das outras alteragdes protéicas sanguineas, além
das citadas.

Técnicas de dosagem: Em 1901, Pinkus,
pela primeira vez, usa o sulfato de sddio para
precipitar as proteinas do sangue.

Paul Howe (9), em 1921, retoma o mé-
todo proposto por Cullen e Van Slyke e em-
bora continue a usar o sulfato de sédio, modi-
fica em parte esta técnica, substituindo o sul-
fato de aménio pelo sulfato de magnésio para
precipitar as globulinas. Ele consegue, desta ma-
neira, dosar as diversas fragdes protéicas do san-
gue. Usando solucbes de sulfato de sédio a
10,6%, 14,2%, 17,7% e 21,59%, &éle dosa res-
pectivamente o fibrinogénio, a euglobulina e as
pseudoglobulinas I e II.

Entretanto, o método de Howe nio sé era
dificil como também lento e demorado.

Campbell ¢ Hanna (2) conseguem remover
estas imperfeicGes utilizando o sulfito de sédio
como precipitante das diversas fracdes protéicas.
Fsta nova técnica, cuja descri¢io detalhada damos
mais adiante, tornou mais riapida a dosagem e
facilitou seu uso em uma larga série de pacientes.

Contudo, o grande avango no estudo das
proteinas séricas foi realizado por Tiselius, com
a invencio do aparelho eletroforético para ay do-
sar. Com éste método, demonstrou-se a existén
¢ia, no individuo normal, de 4 fracdes protéi-
cas: albumina, globulinas alfa, beta e gama. cu-

jas  propor¢des respectivas sio as seguintes:
62.5% a 655%;: 62% a 7.9%: 12.6%.3
15,29 13,19 a 15,79 das proteinas totais.

Gray ¢ Guzman Barron (7) estudam ele-
troforéticamente estas diversas fragdes nas hepa-
topatias e verificam que a intensidade de sua
alterag¢io estdé em relagio com a severidadc'da
lesio hepatica. A anormalidade mais caracteristlc:f.
principalmente nas cirroses ¢ doengas parenquil-
matosas agudas, é a diminui¢io da albumina e o
aumento da gama globulina.

*
ok
MATERIAL E METODOS
Adotamos para a execugio do fracionamen-

to protéico a técnica de Campbell ¢ Hanna (2),
que passamos a descrever detalhadamente.

Preparam-se solugdes de sulfito de sddio
anidro em 5 concentracdes diferentes: gr. 12,56 :
1359% ; 15,0% : 18,0% e 21,0%.

Estas diferentes concentra¢des correspondem
as seguintes fragdes:

125% . ........ . Fibrinogénio

13,59 . ......... Frac¢io de 13.5% (pro-
teina desconhecida)

15,0% .......Euglobulina

18,09% ... ....... Pseudoglobulina [

21,0% ... .. Pseudoglobulina 11

Preparo das solu¢ées: Em um copo de vi-
dro Pyrex, coloca-se a quantidade de sulfito de
sédio necessaria para titular a solucio na con-
centragdo desejada e agua destlada.  Aquece-se
lentamente no microbunsen, mexendo de vez em
quando, para facilitar a dissolucio.

As diversas solu¢les sio mantidas em vi-
dros, na temperatura ambiente do laboratorio,
nao havendo precipitacio do sulfito de sddio.

DOSAGEM: Procura-se obter, do sangue
extraido do paciente, tantos c¢m3 de séro quan-
tas forem as rea¢des a realizar, mais 3 cm3 de .
sangue oxalatado para néle executar a dosagem
do fibrinogénio.

Sio necessarios 5 cm3 de sdro para as se-
guintes dosagens: proteinas totais, euglobulina.
pseudogiobulina I. pseudoglobulina 11 e fracio
13,59%.

Antes de mais nada, preparam-se as solu-
coes de nitrogénio padrio para com elas obter
o fator proteinas, imprescindivel para realizar os
calculos apds a leitura fotométrica ou colorimé-
trica das diversas fragdes protéicas.

Dosagem das proteinas totais: Em um ba-
lio volumétrico, colocam-se 19 c¢cm3 de séro fi-
stoldgico e Tem3 do séro a estudar.  Desta dilui-
cio de sdro, tira-se 0.,5cm3 que se coloca num
tubo de ensaio Pyrex. de vidro forte, neutro.
de 250 x 25 mm. ou de 220 x 22 mm., o
qual é préviamente marcado na altura correspon-
dente a 35 cm3, Neste tubo de ensaio também
se colocam 1 e¢m3 da solugio fosfo-sulfdrica pa-
ra digestio ¢ 0.5 cm3 de dgua destilada.

Digerir com microbunsen, fogo lateral e
tubo inclinado. A digestio transforma a cor
clara da solugdo. em escura e. depois, novamen-
te em clara.

Esperam-se dois minutos ¢ completa-se com
agua destilada até a marca 35 cm3 do tubo de
ensaio. Colocam.se 15 ¢m3 da solucio de Ness-
ler e, quando a solu¢do fica turva. filtra-se.

Faz-se a leitura com o colorimetro foto-
elétrico, usando o filtro 530 ou com o fotd-
metro de Pulfrich. filtro S 3 e cuba de 2 cm3.
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Usavamos.
fotoelétrico.

Separagio das fracdes proteinicas do soro:
Tomam-se 4 baldes volumétricos de 20 ¢m3 e
em cada um marcam-se os diversos titulos das
solucdes de sulfito de sédio anidro. i. é..
13.54 15.0¢; 18.0¢% ¢ 21,09 . Em cada
um déles. colocam-se 19 c¢m3 da respectiva so-
lugio de sulfito de sddio ¢. com uma pipeta vo-
lumétrica dec dois tragos. enxaguada antes por
fora. 1 ¢m3 de sbro.

Agita-se suavemente e deixa-se na tempera-
tura ambiente a fim de que precipitem as pro-
teinas. a qual deve comecar no minimo apds
10 minutos.

para nossas dosagens. o colorimetro

Filtram-se as diversas solucdes em tubos se-
parados. passando repetidas vézes pelo mesmo fil.
tro. até que o liquido esteja bem limpido.

Procede-se 3 digestio. utilizando um tubo
de ensaio igual ao usado para as proteinas to-
tais. Marcam-se os tubos com os titulos das diver-
sas solugdes, colocando em cada um 0.5 ¢m3 da
respectiva solucio e mais 0,5 cm3 de dgua des-
tilada ¢ 1 cm3 da solucio fosfossulfiirica para
digestdo.

Ao atingir &te ponto. possui-se uma solu-
cdo a 1740 ou I c¢m3 contém 0.025 de séro.

Digerir com microbunsen. fogo lateral e tu-
bo inclinado. cuidando para que nao cristalize
a solucio. Feita a digestio esperam-se dois mi-
nutos ¢ completa-se com dgua destilada até a
marca 35 do tubo de ensaio. ji préviamente as-
sinalada.

Em cada tubo. colocam-se 15
lucio de Nessler ¢ dissolve-se mais auando a
ficar muito escura. executando a leitura seia
In fotdmetro de Pulfrich com filtro S 3 ¢ co
ha de 2 ¢m3 ou seia pelo colorimetro fotoclé.
trico com filtro 530.

Dosagem do fibrinogénio: Toma-se um tu-
bo de centrifuga ¢ néle colocam-se 0,50 ¢m3 de
plasma ¢ 9.5 ¢cm3 da solugao de sulfito de s6-
12,5% . Agita-se bem inclinando vairias
vézes o tubo.

cm3 da so-
cor

ne-

dio a

10 minutos ¢ centrifuga-se a
no minimo durante 5

Esperam-se
2500 r. p. m.,
tos.

minu-

Forma-se um precipitado branco que fica
depositado no fundo do tubo. enquanto o li-
quido sobrenadante fica limpido.

Escorre-se bem é&ste ultimo e acrescentam-se
novamente 5 ¢m3 da solugio de sulfito de sodio
a 12,5¢ . Desfaz-se. com um bastio de vidro.
o precipitado que ficou no fundo do tubo ¢
centrifuga-se como anteriormente.

De novo escotre-se bem o liquido sobrena-
dante. Junta-se 0,5 cm3 de dgua destilada ¢ pro-
cura-se, com um bastio de vidro, desfazer bem
o precipitado branco do fundo do tubo. Quan-
do se consegue isso, derrama-se a solucio em um
tubo de ensaio ji preparado para digestio. como
foi explicado anteriormente. Coloca-se mais 0.5
¢cm3 de igua destilada no tubo de centrifuga,
para lavi-lo bem, e derrama-se igualmente no
tubo de ensaio para digestio. Ao conteido dés-
te, adiciona-se 1 c¢m3 da solucio fosfossulfuri-
ca para digestao.

Procede-se a digestio do mesmo modo co
mo foi feita para as outras fracdes protéicas.

Executa-se a leitura seja no fotdémetro dc¢
Pulfrich. com filtro S 3 e cuba de 2 ¢m3 ou
no colorimetro fotoelétrico. com filtro 530.

Cailculo: Obtidas as diversas leituras das di-
ferentes solugdes de sulfito de sédio. elas serio
multiplicadas pelo “Fator proteinas” ¢ “Fator
fibrinogénio” ji obtidos anteriormente por meio
das solugdes de nitrogénio padrio.

Déste modo. conseguem-se diferentes quan-
tidades para cada uma das solugdes de sulfito.
representando as seguintes fracdes protéicas:

A multiplicacio da leitura da solucio a
12.5% pelo “Fator fibrinogénio”, fornece dire-
tamente a quantidade porcentual de fibrogénio
existente no plasma.

Multiplicando a leitura fotométrica ou ¢o-
lorimétrica das proteinas totais pelo “Fator pro
teinas”, obtém-se o auant‘dade porcentual delas
existente no séro em estudo.

Multiplicando a leitura da solucio a 15.07
pelo “Fator proteinas”, obtém-se uma determi.
nada cifra que, diminuida da quantidade das nro.
teinas totals, dard a auantidade porcentual de
“Fuglobulina” existente neste séro.

Multiplicando a feitura da solugio a 18.077
pelo “Fator proteinas, obtém-se uma determina-
da cifra que. somada i quantidade porcentual de¢
cuglobulina e esta soma diminuida da quanti-
dade porcentual de proteinas totais, dard a quan-
tidade porcentual de “Pseudoglobulina ' existen-
te neste soro,

Multiplicando a leitura da solucio a 21,07/
pelo “Fator proteinas’”, obtém-se uma determi-
nada cifra que. somando aos valores porcentuais
da euglobulina ¢ pseudoglobulina T ¢ esta soma
diminuida da quantidade porcentual das proteinas
totais. dard a quantidade porcentual de “Pseudo-
globulina TI"" existente neste séro.

Multiplicando a leitura da solugio a 13.5/
pelo “Fator proteinas’”. obtém-se uma determi-
nada cifra que. diminuida da quantidade por-

centual das proteinas totais, dardi a quantidade
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porcentual de fracao 13,5 % existente neste soro.
Nos normais a quantidade desta fragio ¢ igual
a zero.

Esquematizando todos os calculos referidos,
podem representar-se as diversas fragdes com oS
seguintes sinais: proteinas totais, por PT: euglo-
bulina por E; pseudoglobulina I por PI; pseu-
doglobulina Il por PII; fragao 13,5% por
F13,59 e fibrinogénio por F. Além disso, re-
presentando também o produto da multiplica-
¢io da leitura fotométrica ou colorimétrica das
diversas solugdes pelo fator proteinas ou pelo
fator fibrinogénio, para o fibrinogénio, por LF
seguido do titulo da solugdo, constréem-se as
seguintes equagdes:

PT = LF (da diretamente a quantida-

de de proteinas totais)

b = Leitura x fator fibrinogénio =

porcentagem de fibrinogénio

= PT — LF 15,0%

Pl =PT — (E-+4LF 18,0%)

PlL =PT — (E4PI4LF 21,0%)

Ft3,5% =PT — LF 13,5%.

A soma das trés fragdes — euglobulina,
pseudoglobulina I e pseudoglobulina Il — re-
presenta  a  quanudade de globulinas ex.stente

neste soro. Como ja foi dito, a fragao 13,5%
estd incluida no grupo de euglobulina e sua quan-
tidade nao pode nunca ultrapassar a quantidade
total da dluma.

Obtida a quantidade total de globulinas,
pela soma das trés fragdes citadas, se a diminui
da quantidade de proteinas totais existentes, ob-
tendo assim a quantidade de serina ou de sero-
albumina.

Normalmente, como ja foi dito, ndo se cons-
tata a presenga de fragio 13,5% no soro.

Campbell ¢ Hanna (3) dio como valores
médios normais das proteinas do soro, executa-
das por sua técnica, as seguintes quantidades, que
concordam com as achadas por Howe com seu
método do sulfato de sodio.

Proteinas totais .. ... gr. 6,20 a 7,80%
Sero-albumina .. .... gr. 400 a 570%
Sero-globulinas . . . . .. gr. 1,64 a 2,50%
Euglobulina ... .... gr. 0,60 a 1,00%
Pscudoglobulina I ... gr. 0,50 a 0,80%
Pseudoglobulina 11 .. gr. 0,40 a 0.70%
Fragio 13,5% ... .. gr. 0

0OS DOENTES

Estudamos 20 doentes com hepatopatia.
Seis eram portadores de cirrose portal: 3. de he-
patite infecciosa: 1, de atrofia amarela aguda:
I, de ictericia obstrutiva; 2, de cirrose biliar obs-

trutiva, I, de cancer de figado; 3. de angioco-
lite supurativa subaguda; 1, de colelitiase ¢ 2, de
doenga de Hodgkin. i

O estudo déstes pacientes.consistiu, além do
fracionamento protéico, em exame clinico com-
pleto, tubagem duodenal, reagio de Hanger, do-
sagem das bilirrubinas, prova do acido hipurico
¢ colesterol total. A reagao de Hanger e a dosa-
gem das bilirrubinas foram realizadas em todos
os doentes: a prova do acido hipurico, em lu
¢ o colesterol total, em 15. Os casos numeros |,
£,3,4,5,6,8,12,13,15,19 ¢ 20 toram acompanha-
dos por nds durante um tempo superior a 2 me-
ses (Quadro 2).

O diagnostico fol feito clinicamente em 13
doentes e confirmado pela anatomia-patolégica em
7. (Quadro 2)

Em todos os pacientes existia evidéncia cli-
nica de alteragdo hepitica ¢ nos dois casos de
doenga de Hodgkin, o figado encontrava-se do.s
dedos abaixo do rebérdo costal direito.

A idade dos pacientes oscilou entre 24 e
63 anos, sendo 13 mulheres ¢ 7 homens. Alguns
déles (casos 8,12,13,18) foram acompanhados
durante um certo tempo de evolugio de sua mo-
léstia, até o desaparecimento da fragio 13,5%.
Nos outros, executou-se um unico fracionamento,
para constatar a presenga da referida fragdo.

Fracionamento protéico: Nos 20 doentes
estudados, realizaram.se ao todo 33 fracionamen-
tos protéicos. (Quadro 1).

Nos pacientes com cirrose portal, as pro-
teinas totais acusavam valores normais, com exce-
¢ao do caso 5, no qual achavam-se diminuidas.
A relagdo serina/globulina encontrava-se normal
em dois casos (2 e 3) e alterada nos 4 restantes.
A inversio déste cociente processou-se por dimi.
nuicio da serina e aumento das globulinas,

O fenémeno mais caracteristico no que diz
respeito as fragdes globulinicas, é o aumento da
cuglobulina ¢ a presen¢a da fragdo 13,5%, ve-
rificadas em 1009% dos casos, enquanto que s6
em 339% (2 casos) constatou-se aumento da
pseudoglobulina 1 e II.

Igualmente nos portadores de hepatite infec-
ciosa, observou.se a inversio do indice serina/glo-
gulina em 2 casos (7 ¢ 9), com diminuigio da
serina e aumento das globulinas em ambos. Tam-
bém nestes dois pacientes, havia aumento da eu-
globulina e. no caso 9, a pseudoglobulina I acha-
va-s¢ acima do limite normal. Em todos os do-
entes de hepatite infecciosa, constatou-se a pre-
sen¢a da fragdo 13,59%.

O caso 8 tratava-se de uma hepatite infec-
ciosa provocada por uma septicemia estafilocéci-
ca. Pode-se acompanhar esta paciente mais minu-
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QUADRO 1
Fracionamento protéico
| o PORCENTAGEM DE SULEFITO USADA
| ‘ - Z ”
25 15 0 15 18 | owu | EE | EE
Caso DIAGNOSTICO ; z‘ ! 27z <%
i i I: % —— 5 s
| " Lugl. Pse. T3 Pse. 11
1 Cirrose portal 041 0,73 1,61 | 111 198 1 4,70 749
2 " ,, . 126 2,28 0,29 0,15 1+ 2,72 7.20
3 . " 0,22 L3 | 1,48 0,87 0,23 2,58 6,91
4 " , 0,90 - 241 0,15 0,61 1 3,17 6,94
5 " R 0,33 0,31 1,97 | 0,145 0,15 1 257 1,38
Y " v 0,28 | 0,76 LO3 i 1,54 154 | 411 7.4
. ) _ o , . o !
7 Hepatite infecciosa 0,74 2,06 2,66 046 1 0,07 0 3,19 6,81
S " " 0,58 0,60 0,91 0,75 1 0,23 . 89 5,28
| 0,41 1,35 1.86 ! 1,28 0,43 3,57 S04
| 2,25 2,36 1,21 0.91 4,48 8,96
| 141 2,18 0,51 2,05 4,74 8,32
| 00T 0,96 | 0,67 | 0,77 - 240 By
0,26 ¢ () 0,57 0,96 1+ 0,38 1,92 9,99
9 , " 055 182 1,95 | L o031 ¢ 337 6,13
i | 1
10 Atrofia amarela aguda 063 ¢ 220 ¢ 3,67 07 L3 54 8,08
! i | ' [ ! i
i { I
__§ . ‘_ —_— ‘ ! (D
: i : ! i
11 letericia obstrutiva DAl 0 05 150 038 0 234 6,41
! | | | | | |
3 ] i . !
! : | | | | .
12 Cirrose bilinr obstrutiva 0,25 1,00 158 | L6 1 0,79 3,03 7,90
| 0,69 1,86 2,25 0,54 0,74 3,03 7.21
| 0,72 0,96 1,34 1,35 0,28 2,97 6,14
| 0,51 0 1,83 0,10 0,27 2,20 218
13 “ " " 047 2,04 2,040 ! 2,31 1,02 2,37 8.4
i 0,57 1,92 2,82 0,25 0,65 3,72 7,01
! ; 2,17 295 0,68 0,76 3,99 6,39
| L5l ] 1,5: 0,29 0,18 2,30 4,80
11 Cancer de figado [ 0,38 0,72 1.88 043 ¢ 2010 0 L3R 3,76
| ! |
| I | R
| | | .
15 Angiocolite subaguda o032 1,91 1.98 0,44 0,69 3,11 Rit
16 " C0,49 1,66 2,42 0,68 0,07 3147 6,64
17 " " 044 0067 139 0,23 1,00 2,08 5,85
| o
] T i o D o
18 Colelitiase : ] 0,78 0,22 233 3,33 6,99
! 1,30 1,57 0,51 1 0,52 2,60 7.20
| 0,35 ] 049 067 0,37 1.53 3,88
l | 3 ! ;
1 ]
19 ' Doenca de Hodgkin 0,65 0,68 1,80 0,70 0,57 3,07 7,68
2 . . . 0,57 1,20 2,60 0,58 0,42 | 3,60 7,20
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-1 3,45 2,20 | 1,25 0,64 2250 | Cirrose portal
L0262 1 1,12 1,50 0,69 24,6 » »
!
0,62 | 0,62 L2273 » »
07 L074 2890 , b,
| | !
L63 | 049 1,14 1,02 220,0 " »
: | =
474 ) 212 | 2,62 0,90 | 2240 » »
| ; t
.} l; { | ;
T i ’ T
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| » B
5,08 4,15 0,93 i ’
238 1 1,99 0,39 0,45 | 2400
0,65 0,49 0,16 |
1,20 I
I
1980 | 12,80 7,00 0,94 » »
_fl |
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.
l
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27,79 18,31 9,48
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y | |
! | Y
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cosamente do que os ountros ¢ néle se fizeram 6
fracionamentos protéicos. Observa-se (Quadro 1)
que, com a agravagiao da doenga, nio sO aumenta
a quantidade das globulinas totais, das diversas
fragdes globulinicas e da fragio 13,5% . como
também a serina diminui seus valores.

Conforme a pactente foi se restabelecendo, as
diferentes fracdes comecaram a normalizar-se e,
com a cura, atingiram a normalidade absoluta,
com desaparecimento da fragio 13,5% . no ul-
timo fracionamento feito.

O caso 10, atrofia amarela aguda com con-
firmacio anitomo-patoldgica, observa-se a mais
alta quantidade de euglobulina e globulina totais
encontradas em todos os casos ¢ o indice serina/
globulina atinge 0.48.

A ftnica anormalidade existente no caso 11,
com ictericia obstrutiva confirmada no ato ope-
ratério, foi a elevagio da pseudoglobulina I. O
exame andtomo-patolégico do figado, por bidpsia
praticada’ durante a intervengio, ndo revelou al-
teracoes das células epiteliais hepaticas.

Em ambos casos de cirrose biliar obstruti-
va (casos 12 ¢ 13), cujo diagndstico foi con-
lirmado operatdria e anitomo-patologicamente,
observa-se a presenca da fragio 13,59 . diminui-
¢do do cociente serina ‘globulina, diminuicio da
serina e aumento da globulina.

Apés haver sido desobstruida a irvore bi-
liar e embora as outras fragdes globulinicas hou-
vessem retornado ao normal e a fragdio 13.5%
desaparecido. a euglobulina ainda se manteve em
niveis elevados.

Nos pacientes com angiocolite supurativa
subaguda, verifica-s¢ em todos a inversio do m
dice serina/globulina, principalmente por diminui-
cio da serina, elevacio da euglobulina, presenca
de fracio 13.5% e no caso 17, valores altos de
pscudoglobulina II.

O estudo clinico-laboratorial do caso 17 con-
duzia para o diagnéstico de ictericia obstrutiva,
mas havia discordincia na presen¢a da fraqi.o
13.5% ¢ no aumento da euglobulina, que nao
costumam sofrer alteragio nos casos de obstru-
¢io mecinica pura das vias biliares, sem altera-
¢do parenquimatosa do figado. o

No ato operatdrio constatou-se a existencia
de colelitiase, permeabilidade completa do colédo-
0 ¢, 0 exame anitomo-patolégico do figado por
bidpsia, acusou a existéncia de angiocolite supu-
rativa, que explicava entio a anormalidade das
fra¢des globulinicas citadas. '

Muito interessante foi o aspecto assumido
pelo caso 18. Esta senhora internou-se por so-
frer de cGlicas hepaticas repetidas e 0 colecisto-
grama revelou a presenca de colelitiase. As' pro-
vas do icido hipurico, reagio de Hanger. bilirru.

binemia. colesterol total ¢ fracionamento protéi-
co, realizadas antes do ato cirlirgico, revelaram
um bom funcionamento hepatico.

A operac¢ao, que foi bastante demorada, cons-
tatou a presenca de calculos vesiculares e a per-
meabilidade coledociana, Entretanto, 48 horas
apds a interven¢do, a paciente estava ictérica e
com mau funcionamento hepitico revelado pelas
mesmas provas que no pré.operatdrio haviam si-
do normais. Além disso. surpreendeu-se a pre-
sen¢a, no fracionamento protéico, da fracio
13,59 . Passados alguns dias ¢ com a terapéu-
tica adequada, tddas as provas se normalizaram,
a ictericia desapareceu e nio se verificou mais a
existéncia da fragio 13.5% no séro.

Nos dois casos de Doenca de Hodgkin, ha-
via aumento da euglobulina ¢ presenca da fra-
¢ao 13,59 . ao passo que as outras fracdes en-
contravam-se normais.

Fibrinogénio: E comum encontrar-se refe-
réncias. na literatura meédica, s6bre a diminuigio
do fibrinogénio plasmaitico nos casos de lesio pa-
renquimatosa do figado. Entretanto, considerando
como valores normais as quantidades de gr. 0,30
a 0,409, verifica-se, em nossos casos, uma di-
vergéncia do conceito geral acima exposto.

Realmente, analisando o Quadro 1, obser-
va-se que somente em dois pacientes com cirro-
se portal, éle achava-se discretamente diminuido,
levemente elevado em um e normal em outro.

Em todos os casos de hepatite infecciosa,
¢le encontrava-se.aumentado e diminuiu sua quan-
tidade, no caso 8, quando a paciente estava cura-
da.

Mais sugestivo que os casos citados, é o va-
lor quantitativo apresentado pelo paciente 10,
com atrofia amarela aguda comprovada anato-
mopatoldgicamente, e no qual o fibrinogénio a.
tingiu gr. 0,65%.

Na cirrose biliar obstrutiva, em uma dnica
ocasidio verificou-se diminui¢io do fibrinogénio
(caso 12, primeiro fracionamento). que se con-
servou elevado em todas as restantes dosagens.

Também em dois casos de angiocolite su-
purativa observa-se seu discreto aumento.

Procurando na bibliografia alguma referén-
cia a respeito desta divergéncia sébre o aumento
do fibrinogénio, encontramos que Jimenez Dias
constatou o mesmo fendmeno e quer, em vista
de suas observagoes, demonstrar que a parte do
figado em sua formagio ndo é tio importante
como salientaram,

Nio concordamos, neste ponto, com o au-
tor espanhol e, no que diz respeito s nossas
constatagdes sObre o aumento do fibrinogénio
nos casos de lesio parenquimatosa do figado,
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apenas as regtstranios som encontrar para elas uma
cxplicagio plausivel.

Comparacio entre outros testes de fun¢io he-
pitica ¢ a fracdo 13.5% : Em nossos pacientes,
realizamos 30 reacdes de Hanger ¢ 21 provas do
acido hipurico endovenosa. Comparando éstes dois
testes com a fracio 13.5% . verifica-se que em
667, das vézes existe relagdo entre ela e a po-
sitividade da reacdo de Hanger ¢, em 38, com
diminuicio da prova de Quick.

Nas ocasioes restantes, nao se observa coin-
cidéncia entre aquéles testes ¢ esta fracao.

DISCUSSAO

Dos 20 pacientes estudados, em 19 havia
lesio parenquimatosa do figado. Entram neste cal-
culo os casos 1, 2, 3, 4, 5.6, 7, 8 9, 10, 12,
13, 14 15 16, 17, 18, (no post-operatorio),
19 ¢ 20

Em 14 casos, portanto em 73¢9, existia
alteragio do cociente serina/globulina por dimi-
nuigado da serina e aumento da globulina, Além
disso, em 949 dos casos, constatou-se aumento
da euglobulina ¢, em 1009 déstes doentes, a
fracao 13,5 achava-se presente.

Nos pacientes em que se acompanha a evo-
lugdo da doenga, executando-se diversos fracio-
namentos, verifica-se que ao sobrevir a cura, nor-
maliza-se a euglobulina ¢ a fragio 13.5% de-
saparece, Constituem exce¢do a esta regra, 0s ca-
sos de cirrose biliar obstrutiva, nos quais, em-
bora desapareca a fragio 13,5, a cuglobulina
ainda continua aumentada.

Parece, em vista disso, que ao figado do-
ente falta capacidade para formar serina ¢ com-
pensa uma provavel diminui¢do das proteinas to-
tais constituindo grandes moléculas de globulinas,
a fim de substituir as pequenas moléculas de sero-
albumina.

Em dois casos. (11 ¢ 18, no pré-operatério)
sem alteragio parenquimatosa do figado, a eu
globulina encontrava-se normal ¢ niao existia (ra-

cio 13,57 .
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