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A ceruloplasmina foi prevista em 1944 por Holmberg 7, que, mais tarde,
juntamente com Laurel 9 10, 11,12, 13  jdentificou, separou e determinou suas
propriedades fisico-quimicas. E uma globulina ¢, do plasma, com péso mo-
lecular de cérca de 151.000, contendo 8 atomos de cobre na molécula, e com
atividade enzimica do tipo oxidase. O substrato ideal é a p-fenilenodiami-
na’ em pH 55. Em sua estrutura sio encontradas fracdes de hexose, he-
xosamina e Aacido neuraminico 25, Parece haver duas formas de ceruloplas-
mina humana . 2, 26, porém, elas podem ser devidas a modificagbes da mesma
forma, ocorridas durante o processo de separacdo. Morell e Scheinberg !®
referiram-se a gquatro formas, mas nhdo encontraram, in vitro, diferencas,
guer na atividade enzimica, quer no contetido de cobre. Humoller e col.’?
sugeriram que os nomes cobre-oxidase, polifenol-oxidase, catecolase, mona-
minoxidase e aminoxidase, dados ao sistema enzimico responsavel pelas pro-
priedades oxidativas do plasma, se referem a ceruloplasmina. Holmberg 8
acreditava que uma das fungbes da ceruloplasmina fosse o transporte do
cobre, embora se necessitasse de experiéncias conclusivas para confirmacéo
da hipotese. Outra possivel funcdo desta proteina é a enzimica, porém, seu
substrato, in vivo, ainda nao é conhecido; entretanto, as pesquisas tém sido
orientadas para um metabélito do triptofanio.

A ceruloplasmina possui atividade oxidasica soébre varios substratos, in
vitro: p-fenilenodiamina, hidroquinona, catecol, pirogalol, DOPA, adrenalina,
acido ascorbico11; 5-hidroxitriptamina, 2-metil-5-hidroxitriptamina ??; nora-
drenalina, adrenocromo, diidroxi-noradrelina 22; &cido 5-hidroxiindolacético 2;
4-hidroxitriptamina, 6-hidroxitriptamina, bufotenina 16; N,N-dimetil-p-fenileno-
diamira 3. A atividade para a N,N-dimetil-p-fenilenodiamina é proporcional
a quantidade de ceruloplasmina presente e também ao tempo de incubagio 3;
encontramos a mesma relacdo com o substrato de p-fenilenodiamina.

s

A oxidacdo é inibida pelos anions tiocinato, fluoreto, cloreto, brometo e
sulfato 3. Altas concentracoes de anions inibem a reag¢do e baixas concen-

* Médico Assistente do Hospital das Clinicas, chefe do Laboratério da 1# Cli-
nica Médica (Prof. A. B. Ulhca Cintra) da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sado Paulo. ** Professor Assistente de Clinica Neurolégica (Prof. Adherbal To-
losa) da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.



272 ARQ. NEURO-PSIQUIAT. (SA0 PAULO) VOL. 22, N» 4, DEZEMBRO, 1964

tracdes a ativam 2, Parece que o ion ferroso é o cation que mais ativa
a reacdo3; a ceruloplasmina oxida o ion ferroso a férrico, o qual, por sua

vez, oxida o substrato e é reduzido novamente a ferroso3. Merclrio, alu-
minio e indio sao poderosos inibidores da oxidacéo 3.

A grande importancia da determinacdo da concentracdo de ceruloplas-
mina do sOro reside, como se sabe, em sua acentuada reducio ou mesmo
auséncia na degeneragdo hepatolenticular,

Tém sido descritos varios métodos para a determinacio da atividade
cobre-oxidase do soro: determinacdes espectrofotométrica 10, enzimica 2¢, imu-
noquimica ¢4, pela oxidacdo da p-fenilenodiamina e determinacdo gasométri-
ca 13, pela oxidacdo da benzidina e leitura espectrofotométrica 20.

MATERIAL E METODO

Estudamos o sOro sangiiineo de 65 individuos normais (40 homens e 25 mu-
lheres), com idades variando entre 20 . 45 anos, todos da raca branca.

O sangue foi colhido da veia da dobra do cotovélo e colocado em tubo simples,
sem anticoagulante. O soro foi separado por centrifugacéao.

A atividade cobre-oxidase (ceruloplasmina) foi determinada pelo método de
Houchin ™,

Em virtude de alguns soros apresentarem ligeira coloracdo, seguimos a técnica
de Houchin, mas subtraimos a leitura da coloracdo prépria do soéro. Esta precau-
cdo é particularmente importante em soros de casos patolégicos, principalmente em
soros ictéricos.

A técnica usada foi a seguinte ¥:

Reagentes — 1) Tampdo de acetato: 20 ml de &cido acético glacial (Baker)
e 163 g de acetato de sédio (NaC,H,0,.3H,) (Facchina). Diluir a 1.000 ml com agua
destilada. O pH deve ser 5,20 + 0,05. Acertar com Aacido acético ou acetato de so-
dio. Com o acetato de sodio (Facchina) e acido acético glacial (Baker) encontra-
mos sempre o pH esperado.

2) Solucado de azida sodica 0,02% em &gua (Azida sodica Merck).

3) Solucdo de p-fenilenodiamina 0,1 g/100 ml, em tampao de acetato. Pre-
parar no momento de usar. Para fazer 4 determinacdes, pesar 10 mg de p-fenileno-
diamina e dissolver em 10 ml de tampfo de acetato.

Técnica — Pipetar em tubo de ensaio 0,1 ml de s6ro e 1 ml de solucdo de
p-fenilenodiamina. Para o blank pipetar 0,1 ml de &agua destilada e 1 ml da so-
lucdo de p-fenilenodiamina. Misturar., Colocar os tubos em banho-maria a 37°C
durante 15 minutos. Retirar os tubos e juntar a cada um 5 ml de solucdo de
azida soédica. Misturar. Deixar repousando por 10 minutos. Preparar testemunhos
de cada amostra tomando 0,1 ml de séro, 1 ml de solucdo de p-fenilenodiamina e
5 ml de solugdo de azida sdodica e misturar. Fazer a comparacao espectrofotomé-
trica no Beckman, modélo B, em 525 mg, ou no colorimetro Klett-Summerson com
filtro n¢ 52, contra o blank.

Cdlculo — Leitura do substrato oxidado menos a leitura do testemunho = L.
(L . 150) — 1,7 = mg de ceruloplasmina por 100 ml de séro

Investigamos a atividade de alguns soros antes e depois da didlise em tubo
de celofane (Dialyzer Tubing, Dellophane Fisher Scientific Co.) contra 4dgua destila-
da, assim como a de amostras de urina de 20 individuos normais, bem como de
amostras de esperma de 2 normais.
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RESULTADOS
Os resultados estdo resumidos nas tabelas 1 e 2.
N#o encontramos atividade cobre-oxidase na urina nem no esperma.
Caso Sexo Cerulo- | 00 Sexo Cerulo- | 00 Sexo Cerulo-
plasminu plasmina plasmina
1 M 32,7 23 M 32,7 44 F 32,5
2 M 37,5 24 M 28,9 45 F 33,2
3 M 30,5 25 M 28,5 46 F 38,6
4 M 38,6 26 M 27,4 a7 F 30,5
5 M 30,5 27 M 34,9 48 F 31,4
6 M 33,6 28 M 31,6 49 F 32,7
7 M 36,5 29 M 34,9 50 F 32,5
8 M 29,5 30 M 31,6 51 F 39,8
9 M 33,6 31 M 30,0 52 F 37,5
10 M 35,7 32 M 32,5 53 F 38,4
11 M 30,5 33 M 34,8 54 F 34,3
12 M 36,8 34 M 30,8 55 F 31,3
13 M 32,5 35 M 28,4 56 F 38,6
14 M 38,6 36 M 27,8 57 F 37,4
15 M 30,5 37 M 28,5 58 F 28,4
16 M 28,6 38 M 33,5 59 F 34,9
17 M 33,5 39 M 32,5 60 F 32,8
18 M 36,8 40 M 30,2 61 F 35,8
19 M 23,8 41 F 32,5 62 F 36,4
20 M 36,1 42 F 36,8 63 F 35,8
21 M 35,8 43 F 30,5 64 F 38,4
22 M 33,8 65 F 34,5
Tabela 1 — Resultados da determinacdo de ceruloplasmina (mg/100 ml) em 65
individuos mormais,
Cobre-oxidase (mg/100 ml)
Caso Sezo Percentagem da
Antes de didlise Apés a didlise atividade perdida
1 M 33,8 12,1 64,2
2 M 35,8 13,5 62,3
3 M 33,8 12,8 62,1
4 F 34,3 12,5 63,6
5 M 32,5 12,0 63,1
6 M 34,9 13,2 62,2
7 M 3C,8 11,8 61,7
8 F 32,8 12,0 63,4
9 M 36,2 11,2 62,9
10 M 34,8 13,0 62,7
Tabela 2 — Valdres da atividade cobre-oxidase do séro de individuos normais antes

e depois da didlise.
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COMENTARIOS

No soro de individuos normais encontramos atividade cobre-oxidase (ce-
ruloplasmina) de 33,4 = 3,1 mg/100 ml (n = 65). Contudo, no sexo mas-
culino o valor médio foi de 32,6 = 3,1 mg/100 ml (» = 40), enquanto no
sexo feminino, encontramos 34,6 = 2,8 mg/100 ml (n = 25). Embora pe-
quena aparentemente, a diferenca de atividade da cobre-oxidase entre os
sexos é estatisticamente significante (P <« 0,01). E provavel que os va-
lores mais altos observados nas mulheres sejam devidos a alteracdes hor-
monais, pois é sabido que certos hormoénios, principalmente os estrdgenos,
fazem aumentar a concentracdo de ceruloplasmina no sangue circulante 21,

Nossos resultados concordam com os de Scheinberg e Gitlin 23, que en-
contraram, em 7 normais, valéres de 23,6 a 38,7 mg/100 ml, e de Markowitz
e col.’?, que verificaram, em 10 normais, valores de 27 a 38 mg/100 ml.

No soro dialisado ha uma perda da atividade cobre-oxidase que, em 10
normais, foi de 62,8 = 0,8%. E dificil a interpretacio déste resultado.
Fato semelhante encontramos no sangue do molusco Strophocheilus oblongus
musculus 5. Entre as hipéteses explicativas lembramos que o fato pode ser
-devido a perda de algum ion ativador da oxidacdo durante a didlise, ou
entdo que a atividade cobre-oxidase possa ser devida a outras moléculas,
de péso molecular baixo, além da ceruloplasmina, de maneira aditiva; na
didlise estas moléculas pequenas seriam perdidas. Estas hip6teses se justi-
ficam em virtude da ceruloplasmina ter péso molecular elevado, sendo pouco
provavel que atravesse a membrana dialisadora.

Na urina e no esperma de individuos normais, assim como haviamos ob-
servado anteriormente na saliva 4, ndo encontramos atividade cobre-oxidase.

RESUMOC

Foi determinada a atividade cobre-oxidase (ceruloplasmina), pelo méto-
do de Houchin, no séro de 65 individuos normais, de rag¢a branca, com idades
entre 20 e 45 anos. Foi obtido o seguinte valor médio neste grupo: 334 =
£ 3,1 mg/100 ml. Todavia, nos homens (n = 40) a média foi de 32,6 = 3,1
mg/100 ml, enquanto nas mulheres (n = 25) foi de 34,6 * 2,8 mg/100 ml;
a diferenca entre éstes subgrupos é significante.

O séro dialisado em 10 individuos normais perdeu 62,8 = 0,8% da ati-
vidade cobre-oxidase.

N3ao encontramos atividade cobre-oxidase na urina de 20 individuos nor-
mais nem no esperma de 2 outros individuos normais.

SUMMARY
Studies on ceruloplasmin. I — Normal concentrations in blood serum.

Copper-oxidase activity (ceruloplasmin) was determined, according to
Houchin's method, in the blood serum of 65 normal white subjects, aged
20 to 45. The average concentration in this group was 334 * 3.1 mgm./100



CERULOPLASMINA: VALORES NORMAIS NO SANGUE 275

ml. In men (n = 40), however, the mean was 326 * 3.1 mgm./100 ml],
while in women (n = 25) it was 34.6 * 2.8 mgm./100 ml; the difference
between these means is significant.

The dialysed blood serum of 10 normal subjects lost 62.8 + 0.8 per
cent of the copper-oxidase activity.

No copper-oxidase activity was found neither in the urine of 20 normal
subjects nor in the sperm of other 2 normal subjects.
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