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INTRODUCCIÓN 

El cobre es probablemente ol primer metal conocido por el hombre, ya que se han encontrado Ins
trumentos de cobre en las tumbas egipcias que datan de 5000 A.C. Las antiguas minas de cobre se 
localizaban en fa Isla de Chipre y la palabra cobre se derivó originalmente de cyprtum que se modlfl· 
có después a cuprum. Sin embargo, la Identificación del cobre en los seres vivos tiene únicamente 
150 anos (1, 2). Holmberg (3) reportó en 1944 por primera vez una protelna azul de Ja fracción de 
a..z-globullnas del suero humano que contiene cobre y que posee actividad enzimática de oxidase. 
Fue llamada ceruloplasmlna (Cp) por Holmbcrg y Laurell en trabajos posteriores (4-7) en los que 
describieron la purificación y otras observaciones básicas acerca de sus propiedades qufmlcas. En 
la actual/dad se le ha asignado el nombre de ceruloplasmlna [Cp; ferroxldasa; flerro(ll): oxigeno oxl
doreductasa, EC 1.16.3.11 (13-10). 

A. PURIFICACIÓN 

El trabajo original, en el cual Holmberg y Laurel! (5) aislaron e le ceruloplasmlne del suero de huma
no, mostró que el cobro presente en el suero puede precipitarse por saturación el 50% con sulfato de 
amonio obteniendo una fracción de color azul con un contenido de cobre de alrededor de 0,03%. Al 
tratar el sobrcnedante con alcohol y cloroformo y fraccionar nuevamente con sulfato de amonio pu
dieron separar una proteína con un contenido de cobre de 0.35% a la que llamaron ceruloplasmlna 
(Cp). Posterionnente Stelnbuch (11) propuso un métOdo que emplea el fraccionamiento del suero 
con rivenol y la extracción del precipitado con alcohol etlllco. Estas primeras purificaciones de la Cp 
se lograron entes de que se dispusiera do los métOdos cromatográflcos, y dependían por tanto, de 
pasos de precipitación. 

Mas tarde Sanders et al (12) y Curzon y Vallet (13), describieron un procedimiento para alslar la Cp 
del plasma humano empleando la cromatografia de intercambio lónlco. Broman (14) Introdujo la 
cromatografie en hidroxlapama reportando dos componentes de la Cp. Este hallazgo fue corrobo
rado por Richtcrlch (15) quien encontró que los dos componentes presentan diferentes propiedades 
fislcoqufmlcas: peso molecular, ct>ntenldo de cobre y contenido de carbohldratos. Estos procedi
mientos parten en general de suero envejecido, de fracciones de Cohn (11-15) o bien de suero re
troplacental (16) que os particulannenle rico en ceruloplesmlne. 

En el primero de una serie de trebejos, Deutsch (17) describió la crfstalizaclón de la ceruloplasmlna, 
y Oeutsch y Fisher (23) utilizaron Cp aparentemente pura y encontraron tres fracciones al reCl'Oma
tografiarfe en hldroxlepatlta. El 12% del total presentó propiedades Rslcas y qulmlcas Idénticas a las 
de la Cp, pero con movilidad que correspondfa probablemente a agregados, mientras que la fracción 
que representa el 3% del total parcelan ser subunidados. La carscteñstica sobresaliente del trabajo 
de Kasper (18) fue sin duda el establecimiento de la scnslbllidad de le Cp al medio. Enconlró que 
amortiguadores tales como el berbital, Tris, EDTA o agentes quelantes o redudores, y atln le Cl'Oma
tograffa prolongada en DEAE ocasionaban cambios notables en el patrón olectroforétlco de la Cp. 
Observó también que las preparaciones viejas de Cp mostraban una pérdida del color azul y la pre
sencia de componentes do alta movilidad fónica y que el proceso de pérdida del cobre no es rever· 
slble. La Inestabilidad de la Cp quedó de manmesto en varios estudios más que mostraron que 
agentes para Ja detennlneclón de grupos tlol ocasionan la pérdida de color azul y de la actividad de 

. oxidase. Oeutsch y su grupo publicaron después (19) un método para purificar a la Cp a partir de le 
fracción IV-1 de Cohn quo contiene aproximadamente la mitad de la Cp presente en el plasma fres
co. Les caracteñsticas flslcoqulmlcas y la inestabilidad de la Cp fueron reportadas por Kasper y 
Deutsch (18) que obtuvieron apoprotolne por el método de dlállsls contra soluciones de cianuro, mé
todo que luego fue modlficado al reducir a la protelna con ácido ascórblco seguido por el tratamiento 
con el agente quelanto N,N-c:lletllliocarbamato (20) que sin embargo ocasiona la fonnación de agre-
gedos. También se reportó (21) que el almacenamiento a .ao•c era mejor que .a -20ºC. El procedJ
mlento descrito por Morell (22) pera obtener cristales a partir de soluciones acuosas de Cp, ocasiona 
la fonnación de agregados proteicos después de 1 a 3 dlas a temperatura ambiento. Con estos an. 
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tecedentes, Bromen y Kjellin (16) desarrollaron un método de separación "rápido, ctcllco y semlcorr 
Unuo" en el cual se evitan los procedimientos destructivos pare obtener un producto homogéneo. 

Asl, con el descubrimiento de que la cerutoplasmlna es altamente sensible al ataque proteolftico, 
Rydén (24) propuso Iniciar la preparación de la Cp a partir do suero o plasma fresco en presencia de 
un lnhibldor de proteasas tal como el ácido c·amlno caprolco. A partir de este punto podemos encon
trar un Interés en el mejoramiento de las técnicas de preparación de la Cp utilizando las metodolo
gtas ya establecidas y que dan como resultado la obtención de·la proteina sin degradar (25--28). 

B. LA CERULOPLASMINA Y SUS FRAGMENTOS 

Poullk (29) fue el primero en describir varias subunldades que conformaban e la molécula de la Cp, 
hallazgo que fue confinnado después por otros lnvcstJgadores (30.-33), quienes postularon que la Cp 
presenta una estructura octemér1ca a4 B4 o bien una estructura tetramértca a2 B2. En estos mode
los se proponia la existencia de cadenas ligeras y pesadas con un peso molecular de 18,000 y 
eo,ooo daltones respectivamente. El reporte. de que la Cp porcina presenta una sola cadena poli
peptldica (34) llevó a Rydén a relnvestlgar a le Cp humana y a comparar1a con la estructura de la 
protelna aislada de airas tres especies <fe mamfferos (35-36). La Cp obtenida tanto de humano 
como de cerdo, caballo y conejo consiste de una cadena pollpcpUdlca única con un peso molecular 
cercano a 120,000. Preparando una muestra de Cp de suero humano en presencia de un lnhibldor 
de proteasas, écido e-amino caprolco, se obtuvo una cadena única y un fragmento de 17 ,000 ti pico 
de muestras degradadas, mientras que tratándola con tripslna, se obtuvieron fragmentos similares a 
los descritos como subunldedes (24, 30, 37). 

Hoy en dfa sabemos que la ceruloplasmlna es una gllcoprotefna monomértca del suero que en el 
humano consiste de 1,048 residuos do aminoácidos, 0.3% de cobre que corresponde e 6-7 átomos 
de cobre de tres tipos diferentes y 7·8% de carbohldratos. su pH lsoelédrtco es de 4.4 y su coefi· 
ciente de sedimentación de 7.2 s (1·2, 8-9). Estas carcterfsUcas so encuentran resumidas en la 
Tabla 1. 

TABLA 1 

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LA CERULOPLASMINA HUMANA 

Hr (Peso molecular relativo) 
Equilibrio de Sedimentación 
Electroforesis en SOS 

Contenido de Cobre 
Contenido de Ca.cbchid.catos 
E61onmª 
E2sorunn 
pH 18oeléctrico 
Constante de Sedimentación 

Tomado do Fóoden y Hsloh (9) y Rydén (8). 

134, 000 ± 3, 000 
1231 000 - 135, 000 

0,30 ± 0.3i 
1 - 8% 
0.69 ± 0.01 
15.0 ± 0.4 
4.4 
1.2 s 

Por otro lado Callico (38) y Holtzman (39) reportaron la presencia de una ronna apo en el suero 
humano y en ratas, que presentaba un bajo contenido de cobre y sin adlvldad de oxldasa, hecho 
que ya habfa sido mencionado por Kasper (40) quien detedó la aparición de nuevos determinantes 
antlgénlcos como resultado de un cambio conrormacional de la molécula en ausencia de cobre. 

Basado en datos Jnmunoqutmlcos Lowensteln (9) propuso que la ceruloplasmlna humana contiene 
un enlace peptldlco sensible a proteasas y cuya ruptura genera dos péptldos Inactivos con pesos de 
93,000 y 24,000. Asimismo, los estudios de Klngston (41) y de Moshkov (42) confirmaron la presen-
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ciado la Cp In vivo como una cadena polipepHdlca única con cuando menos 5 enlaces que son pun· 
tos especlficos de fragmentación proteolltlca. 

Cabe mencionar, finalmente, la presencia de múltiples formas de le Cp humana con pesos molecu
lares aparentes de 200,000, 135,000 y 115,000. Estas tres fonnes se encuentren en circulación y 
presentan actividad de oxidase, y aún cuando el entrecruzamiento de la Cp 135 resulta en dfmeros 
con movilidad electroforétlca similar a le Cp 200, en el hfgedo se detectó le presencia de dos tipos 
de mRNA para Cp que codifican para Cp 135 y Cp 200 (43). 

C. ESTRUCTURA DE LA CERULOPLASMINA 

La proteólisls limitada de la Cp en condiciones controladas ha sido utlllzeda pera determinar la es-
tructura de la cadena pollpeptfd!ca de la Cp. Se he dotermlnado la presencia de tres fragmentos eu. 
tolltlcos principales: uno de 67,000 que corresponde al extremo amino de la cadena; uno de 50,000 
que es el central y uno de 19,000 que es el extremo carboxllo, mientras que le degradación posterior 
produce fragmentos més pequenos. La dotermlnaciOn de la secuencie de aminoácidos en cada uno 
de estos fragmentos ha permitido detcnnlnar que la ceden.e pollpeptfdlca consiste de tres segmentos 
homólogos covalentemente unidos (unidades de homologfa), cada uno de los cuales contiene 350 
residuos de aminoécidos con un 30% de Identidad en secuencie (44-49). 

La cadena polipeptfdlca contiene además cuatro sitios de unión para los ollgosacérklos, tres de ellos 
se encuentran en el fragmento de 67 kOa y uno en el de 50 kDa, en segmentos de la secuencia que 
presentan el mayor grado do Identidad. Los ollgosacéridos de la Cp humana estén compuestos úni
camente de N-gllcanos bl y lrlentenarios, y el segundo ollgosaclirido no so encuentra en la Cp Tipo 
11. En la Cp humane se determinó la presencie de 9 moles de ácido sJéllco, 18 moles de glucosa· 
mina (como derivados N-acetil), 36 hexosas (manosa y galactosa en proporción 2:1) y 2 motes de 
fucosa (2, 50). La Cp Tipo 1 comprende alrededor del 85% de la cantidad total de la Cp y contiene 
alrededor de 52 reskluos de carbohldratos, mientras que la Tipo 11 posee únicamente 33 residuos (8, 
15, 20, 23, 100). Ademés, se encuentran otros tres sttlos con la secuencia aceptara Asn-X-Thr/Ser 
no gllcosllados en reglones de estructura B, cercanos o en reglones hidrófobas. Se presentan ade
més cinco puentes dlsuJruro y cuatro grupos sulfhldrilo libres (45). 

La secuencia de amlnoécidos y el modelo de la ceruloplasmlna se presentan en le FJgura 1 (44-45) 
en la cual se puede observar que alrededor de dos terreras partes de los aminoácidos muestran 
doble o lrlple Identidad. La determinación de le estrudura primaria de le Cp reafirma el hecho de 
que la protelna se sintetiza '/secreta como une cadena pollpeptldlca única que sin embargo, sufre 
un proceso de autoproteóllsls durante su purificación y posiblemente también In vivo. El rompimiento 
espontáneo de le Cp genera tres fragmentos predominantes por la existencia de dos sttlos suscepU
blos, uno entro los fragmentos de 87 y 50 kDa y el otro entre el de 50 y 19 kOa. Estos sitios se pre. 
sentan en les reglones de ldentldad de secuencie més que en los limites entre las reglones. La pro
teóllsls limitada con trlpsfna In vitro corta el fragmento de 50 kDa en dos fragmentos de tamafto simi
lar (25 y 26 kDa) pero de diferente secuencia; y el de 67 kOa se corta en una franmento de 49 y otro 
de 18 kOa. Estos dos cortes coinciden con los Umttes de los segmentos de identidad. 

La Información obtenida con estudios de dispersión de rayos X Indica que la molécula de cerurcr 
plasmlne es una ellpsoldo con dimensiones de 8.5 X 6.5 X 13.0 nm (2, 6-9), que presenta tres dcr 
minios calorimétricos con una organización estructural similar al comparar las proteinas de tortuga, 
borrego y pollo (51). En cuanto a su estructure secundaria, se propone que ta protefna presenta 
aproximadamente 30% de los residuos de emlnoécidos en láminas B, 25% en 5 a hélices y 45% en 
estruduras al azar. Los residuos cargados predominan en tres sitios: el extremo amino, el extremo 
carboxilo, y, las dos a. hélices y la vuelta Ben el segmento que va del Asp-34 a le Lys-51 (51). 



FIGURA 1 

Secuencia de amlnoécl~os de la CERULOPL.ASMINA humana. 
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O, CERULOPLASMINA EN OTRAS ESPECIES. 

La mayoña de los estudios existentes se refieren a la ceruloplesmlne humane, sin embargo, esta 
protefna se ha encontrado en muchas otras especies. Ciertamente la Cp de cerdo rue la primera 
muestre de esta protelna aislada por Holmberg y Laurell (4), y a partir de entonces se han descrito 
múltiplos metodologles para la preparaclOn de Cp de cerdo (34, 36, 52), vaca (53), rata (54), borrego 
(55-56), conejo (36) y caballo (38,57) en el grupo de los mamfferos. Se ha aislado la Cp del suero de 
pollo (58-59) y ganso (60); y se tienen pruebas de la existencia de esta prolefna en las tortugas (61) 
y en la rana toro (8). Asimismo existen evidencias de la presencia de esta protefna en el suero de 
elápidos Y de salmónidos (8), de tal fonna que resulta plausible concluir que la ceruloptasmlna se 
encuentra presente en todos los vertebrados alln cuando pueden diferir su cantidad y propiedades 
enzimáticas. 



La ceruloplasmina de tortuga (61) presenta una resistencia poco común a la proteóllsls y al enveje
cimiento al comparar1a con la protelna de otras especies y grupos: sin embargo su adlvldad catall· 
Uca es también muy baja. Presenta un peso molecular cercano a 145,000 y un contenido total de 
cobre de 5.1 fltomos por molécula. 

La ceruloplasmlna de pollo se presenta en concentraciones muy bajas en condiciones normales, sin 
embargo puede aumentar varias veces su concentración al Inducir su sintesis en situaciones tales 
como ta Infección (58). La Cp de pollo es una cadena polipeptldica de peso molecular aparente de 
124,000, y presenta una relación Aa1at A2eo de 0.07. Las hexosas, hexosamlnes y écldo slélico re. 
presentan el 7.2% del peso, y el ácido sléllco es únicamente un tercio del que se presente en la pro. 
tefna humana: el cobre constituye el 0.20% lo que sugiere la presencia de 4 a 5 átomos por molécu· 
la. La composición do aminoácidos, muy parecida a la Cp humana, os més baja en metlonlna y tiro. 
sine y es lnmunoqufmlcamonte diferente (58-59). 

La ceruloplasmina de ganso (60) comparto caracterlsllcas con la proteína de pollo y con la humana. 
Tiene un peso molecular de 121,300, una relación Aa1o'A2ao de 0.07; el cobre representa 0.32% lo 
que corresponde a 6 átomos de cobro por molécula y presenta un bajo contenido de llroslna, cistef· 
na y aminoácidos ácidos. Los carbohldretos constituyen el 6.65% del peso y el contenJdo de ácido 
sléllco es la mitad del de la Cp humana. Al Igual que le proteina do pollo se presenta en baja con· 
centraci6n y poseo actividad do superóxldo dlsmutasa. 

Las ceruloplasmines de cerdo (34,38,52), caballo (36,57), conejo (36), reta (54), vaca (53) y borrego 
(SS-58), presentan caraderlstlcas similares a las de la proteina humana aún cuando para cada es-
pecio estudiada se han encontrado algunas peculiaridades. El peso molecular varfa alrededor de 
124,000; el contenido de cobre equivale a 6 a 7 átomos por molécula, y la composición de aminoá
cidos presenta grandes homologlas. lnmunológicamente, el anllsuero de conejo anti Cp humana 
reacciona fuertemente con los sueros de venado, cabra, cerdo y perro y menos Intensamente con 
los de rata y cobayo lo que implica que la Cp de todas estas especies presenta caracterfstlcas es-
tructuralos comunes (30). Sin embargo, la comparación cinética do la actividad de rerroxldass d8"' 
mostró que la Cp do rata es monos eficiente que sus contrapartes humana y do otros memlferos 
(54), mlentrcs que la Cp de ovino presenta una adivldad enzimática especifica mayor (55). 

E. METABOLISMO DE LA CERULOPLASMINA 

La ceruloplasmlna representa más del 95% del cobre total en el plasma humano, y el 70% del cobre 
corporal total. En la rata, la Cp tiene una vida media de 13 h mientras que en el conejo es de 56 h y 
en el hombre de 2·3 dlas (2). 

La ceruloplasmina es una protefna sintetizada en el hrgado y los primeros estudios relacionados con 
su metabolismo se enrocaron prlnclpalmente a la determinación del papel de diferentes hormonas 
en su slntesls (62-84). Se detectó que la hlpofisectomta, la adrenalectomfa o la tlroldectomfa provcr 
can un Incremento en el cobre hepático con el consecuente aumento en la Cp sértca; sin embargo, 
el estradlol lnduce la slntosls de novo Independientemente del nivel de cobre hepático (65). 

Otro tipo de estudios determinó que no existen diferencias estructurales entre la Cp dAI ~cién naci
do y la del adulto, pero que los niveles de Cp del adulto se alcanzan hasta los seis meses de edad 
(68-67). Los cerdos recién nacidos no presentan Cp y su sfntesls se Inicia aproxlmadamente una 
semana después del nacimiento Independientemente del nivel de cobre de la dieta (68), mientras 
que los estudios realizados en caballo (69) y rala han demostrado que la concentración de cobre y la 
actividad de la Cp se Incrementan desde el momento del nacimiento hasta la 4a semana de vida. 
Durante el desarrollo fetal de la rata, la Cp se sintetiza predominantemente en los pulmones que son 
el principal sitio do slntesls extrahepátlca en este periodo, de tal manera que al nacimiento se en-
cuentra el 60% de la Cp presente en el adulto (7Q..71, 176). 



En cuanto a la slntesls de la ceruloplasmina se ha detedado que se lleva a cabo en ribosomas uni
dos a membrana, con un número de 16-18 monómeros por mRNA. constituyen el 0.6% de los poli
somas totales de hígado y el mensajero representa el 0.29% del RNA que contiene poliA; es decir se 
presentan entre 400 y 535 moléculas de mRNA de Cp por célula parenquimatosa del hlgado (72). La 
Cp no sólo se produce en el hfgado, sino también en otros tejidos teles como corazón, cerebro y ri
ftón, siendo máxima Ja producción en el hlgado que es además el único órgano que la secreta hacia 
la clrculación (71). En el hepatocito, el cobre transportado en el sistema venoso-porta como comple
jos cobre-albúmina (154, 213), se Incorpora a la Cp en su proceso de blosinlesis. La entrada delco
bre a la molécula de Cp Induce un cambfo confonnaclonel en une serte de eventos que ocurren en 
el rellculo endoplésmlco rugoso. Se ha propuesto que los niveles de cobre Intracelular regulan le In
gesta de cobre y los niveles del mRNA do Cp (74). sin embargo otros estudios demuestran que el 
contenido de cobre del hepatocito no tiene erecto en la expresión hepática del gen de la Cp ni en su 
blosfntesls. Asimismo, so propone que la Incorporación del cobre a ta proterna recién sintetizada no 
es el paso limltante en la blosfntesls o secreción do la protelna de hepatocitos de rata (212). Los oll
gosacérfdos de la molécula parecen no tener papel en el mecanismo de incorporación de cobre a ra 
molécula de Cp. Alrededor del 10% de la prote/na circulante corresponde a la fonna apocerulo
plasmlna que no presenta diferencias en su cinética de sfntesls y secreción con la holoceruloplasmi· 
na (73), aún cuando no es ciaro si esta fonna se secreta del hígado sin cobre o es el resultado del 
Intercambio de cobre entre ol plasma y los fluidos extraceluleres (212). 

La forma de transporte de la cerulopJasmlna do regreso de lo circulación hacia el hfgodo no se co-
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células, que se encuentran en el lado lumfnal, toman a la Cp por un mecanismo de endocitosls me
diada por receptores; la molécula se mueve o través del endotelio en veslculas cubiertas por cialrina 
y se extemallzan por el proceso de dlacitosls, del lado ablumlnal del endotelio, en donde es recono
cida por los hepatocltos. Este proceso do transporte transendotelial Involucra la acidificación de la 
veslcula mediada por una bomba de protones ATP dependiente, la disociación del receptor y su re
clclamlento y la remoción de los residuos de écldo slálico termlnalos de las cadenas de ollgosacllri
dos pare exponer a los residuos de galactosa (75-78). 

Se han purificado los receptores del endotelio del hfgado de rata que se describen como cadenas 
pollpeptfdlcas únicas, sin puentes disulfuro externos que puedan ser removidos por B-mercaptoeta
nol, con un peso molecular aparente de 35,000, un 3% de carbohldralos y un punto isoeléctrico de 
5.2. Dado el bajo peso molecular del receptor, y o la descripción de receptores para le Cp en 
eritrocitos con un peso molecular de 60,000, se ha postulado que esta cadena corresponde e un 
monómero de una molécula mayor capaz de funcionar como receptor en la célula intacta (79-80). 

Por olro lado, en el hlgado se postulaba la existencia de receptores para Cp únicamente en el endo-
telio, sin embargo, se he descrtto un proceso de unión especifica de este protefna en las células de 

· Kupfrer mediada por receptores que so suponen diferentes a los del endotelio (81). Otros tipos celu
lares tales como los eritrocitos, leucocitos, aorta y membranas del corazón también muestran la ca· 
pacidad de Interactuar espectficemente con le Cp. Los receptores de las membranas de corazón y 
aorta de pollo presentan una Kd de 10-BM, son más abundantes que en otros tejidos, saturables, re
vers!bles, sensibles e trfpslna e Insensibles a neuramlnldasa (82); existen 144 receptores por erilro-
cito humano con una Kd do 5 X 10-9M y 294 receptores por erttrocito de conejo con una Kd de 4 X 
10-9M (80). la Interacción de los eritrocitos humanos con le Cp depende de le concentración de 
calcio presente y so caraderfza porque no existe transporte de la protefna a través de la membrana 
(83). 

F. EL COBRE EN LA CERULOPLASMINA 

La ceruloplasmlna, la lacasa yla ascorbato oxidase constituyen el grupo de las oxidases azules, que 
se caracteriza por Je presencia de átomos de cobre en su molécula, y que catalizan la oxidación del 
sustrato con la transrerencia slmulténea de 4 electrones e una molécula de oxigeno (84-85). El con-



tenido de cobre en la Cp varia entre 0.27 y 0.32% lo que significa entre 6 y 7 étomos de cobre por 
molécula, presentando además, cobre unido laxamente que puede quelarse. Ademés se ha pro
puesto la existencia de múltiples sitios no sólo pare la unión de más étomos de cobre sino también 
pare Co (11), NI (11) y Zn (11) (2, B). 

El espectro visible característico de la ceruloplasmlna muestra una banda de absorción dominante a 
610 nm, pero también se presenten bandas Importantes alrededor de 330, 450 y 750 nm (2, 8). 

El estudio de las caracterfsticas del cobre en la cerulop1asmlna ha permitido establecer la presencia 
de tres tipos difereiites de cobre en esta protefna. El Tipo 1 se refiere a los Iones de Cu (11) respon
sables del color azul de la protefna y presenta una banda de absorción cercana a 600 nm. Consiste 
de dos centros no equivalentes con potenciales redox (490 y 580 mV) y parémelros EPR 
(Resonancia Paramagnética del Electrón) diferentes. Cuando se reduce artificialmente a estos éter 
mas de cobre, uno de tos cobres se reoxlda en presencia de 02. mientras que el otro requiere H202 
para reoxldarse. El cobro Tlpo 11 se conoce también como "Cu (11) no azul" debido a su baja absor
ción en la reglón visible del espectro, pero es detectable con la técnica de EPR. Este tipo de cobre 
cambia su simetrfa cuando se reduce el primer cobre Tipo 1 y se reduce posteriormente. La organi
zación tridimensional teórica del sitio activo sugiere que los átomos de N del lm!dazol de los resi
duos de hlstldlna son los ligandos del cobre Tipo 11. Se encuentran en una relación Tipo 1: Tipo 11 de 
2:1, y representan el 44% del cobre do la ceruloplasmina. El cobre Tipo 111 se refiere a los étomos de 
cobre EPR inactivos responsables do una banda de absorción entre 310 y 350 nm. que forman sitios 
blnucieares pareados anUferromagnéllcamente. Se ha propuesto que para el funcionamiento de la 
Cp como oxidase es muy Importante el estado del cobre de estos dos últimos tipos, y que se presen
tan como un agregado trinuclear. Aún cuando todos los étomos de cobre no se encuentren contiguos · 
en la molécula do la Cp, se propone que en el sitio catalfllco se presentan los tres tipos para generar 
una cadena de transporte de electrones lntrnmolecular en le cual los electrones van del cobre Tipo 1 
al 11 y posteriormente al Tipo 111 (2, 9, 40, 65-90, 92~93). 

Se ha encontrado un gran número de iones, particularmente aniones, que afectan la actividad de 
oxidase de la ceruloplasmina. Los aniones inhibidores presenten le secuencia: CN"' > N3~ > OCN"" > 
SCN- > SeCN- > r > r > N03- > c1- > Br > (CI04-, tetraboralo, borato, fosfato, sulfato, cacodi
lato). El anl!.llsls de los efectos de los lnhibldorec¡ Indican que le mayorfa de los aniones Interactúan 
con el sitio del cobre tipo 11 mientras quo otros ejercen su acción con Intermediarios enzlmétlcos. Las . 
principales modificaciones detectables de la Cp son: cambios en el espectro de absorción, cambios 
en el EPR, decoloración de la proteína y pérdida de la adivlded enzlmétlca de oxidase (94-99). 

Por otra parte, se ha encontrado que parte del cobre unido a la ccruloplasmina puede ·removerse 
traiéndola con Chelex sin pórdida de la absorción a 610 nm o do la actividad enzimática; mientras 
que algunos otros agentes tales como el EDTA, cianuro y el amortiguador de Tris, son capaces de 
extraer el cobre asociado fuertemente a la protefna (18. 40, 10~101). Sin embargo, la disociación 
total del cobre de la protefna y su reconstitución a Cp activa, reportada por pñmera vez por 
Schelnberg y Morell (102), y algunos otros estudios muestran resultados diferentes. Por una parte, la 
adición de cantidades de cobre menores a las requeridas para saturar a la proteína s1n cobre, su
giere que la unión del cobre es un fenómeno de todo o nada (38, 92); mientras que otros resultados 

,Indican que puede formarse una molécula con el 50% del cobre bajo ciertas condiciones (18,91). 
Asl, la remoción del cobre genera la molécula de apoCp quo dinere de la holoprotefna en varios as
pectos. Tiene un coeficiente de sedimentación menor, presenta algunos detenninentes antlgéni~s 
nuevos y su estructura es més expandida (18, 38). En el suero humano la apoCp constituye entre el 
10 y el 20% de la Cp total, y es más abundante en ratas -con deficiencia de cobre y en pacientes con 
la enfermedad de Wilson (39, 103-104). Se ha propuesto que la apoceruloplasmina es el resultado 
de una diferencie entre la velocidad de stntesls de la cadena pollpeptfdlca y la velocidad de lncorpo.
ración del cobre a la molécula (38). 



G. EL GEN DE LA CERULOPLASMINA 

El gen de la ceruloplasmlna se ha mapeado en la banda 3q 25 del cromosoma humano 3 en donde 
constituye un grupo génico junto con los genes que codlncan para la lransferrfna, la pseudocollnes
terasa-1 y la az-HS gllcoprolefna. El gen codifica para una secuencia lfder de 19 residuos de aml
noécldos hidrófobos seguida por los dominios amino y carboxJJo termina!. se han obtenidos clones 
de CONA que Incluyen desde la secuencia del péptldo líder hasla 114 nucieótidos anles del extremo 
carboxllo (105-108). 

Se conoce un bajo nivel de polimorfismo genético de la coruloplasmlna en varias poblaciones hu
manas y les variantes se presentan con una frecuencia menor a la requerida por el anélisis de fre
cuencia para su delecclón (>5%). En la población negra americana so han encontrado tres alelos, 
llamados CpA, CpC y CpNH además del alelo nonnal llamado CpB que se presenla con una fre
cuencia del 94%. En grupos de Europa, India y el Medio Oriente la frecuencia del alelo CpB es de 
alrededor del 99%, mlenlras que en algunas poblaciones Africanas el alelo CpA se presenla con una 
frecuencia del 10al15% (8). 

En estudios de la expresión del gen de ceruloplasmlno se detectó la presencia de dos clones dlfe
renlos con un patrón de expresión extra hepatlco diferenle. se propuso que el procesamiento dife
renle del RNA podrfa llevar a la producción de lsofonnas en Jos diversos tejidos, puesto que una se
cuencia de 12 nucfeólldos presentes en el lntrón adyacente contribuye con una secuencia para cua
tro aminoácidos adicionales entre los residuos 1041 y 1042. Este forma se presenta raramente en el 
plasma. Se han ldenllflcado también dos sitios aparentes do Intercambio en la secuencia pollpcptr
dica en las paslclones 79 y 449; ambas Involucran un punto de lnlercamblo de glicina y llsino (#-45, 
109). 

Por aira parte se ha encontrado un psoudogen procesado para In ceruloplasmina humane que con
tiene al ONA que corresponde a fa secuencia del gen funcional y que codifica para los 563 amlnod
cldos del carboxllo tennlnal y la región 3' no traducida. No contiene a los fntrones del gen funcional 
excepto por un lntrón pequeno que marca el extremo 5' del pseudogen. Se local/za en el cromo
soma 8 en la reglón 8q 21.13 -q 23.1. Presente un 97% de Identidad de secuencia con el gen silves
tre lo que sugiere que la fonnaclón del pseudogen fue un evento evolutivo relativamente reclenle 
que coincidió con ra radiación de los mamfferos (100 millones de anos). En cuanto a su origen se 
piensa que surgió como resultado de un transcrito aberrante que resultó de la iniciación dentro del 
gen ya que no se encuentran secuencias del pseudogen qlle correspondan al extremo 5' del gen sll· 
vestre o b!en, que resultó de una especie de RNA que fue procesada por una transcfiptasa reve1Sa y 
luego fue Insertada en el genoina (105, 110). 

La comparación de la secuencia do nucleólldos del pseudogen con la del gen silvestre h8 permitido 
d.etectar varias sustilucfones de una base, una deleclón de 213 pb que correspande al punto de 
unión de un lntrón-exón y una duplicación de 4 pb que se presenta en el residuo 683 del gen silves
tre 'I que resulta en un cambio del morco de lectura e Introduce un codón de tormlnacfón premalum. 
El extremo 3' del pseudogen se caracteriza por un segmento de 62 pb compuesto principalmente por 
dlnucleótldos TC repetidos. En el extremo 5' del pseudogen se encuentra una secuencia corta de 
nucleótldos que es homóloga a la de un lntrón en el gen silvestre (110). 

En la mis se han aislado clones de cONA de ceruloplasmlna que presentan una identidad de se
cuencia del 93% con la humane; y se ha reportado que el gen existe en una copla única en el ge
noma haplolde (70-71.115-116). 

En cuanto a la expresión del gen de la ceruloplasmlna en humano se ha detectado al mRNA de Cp 
en hfgado, macrófagos, 1.lnfocitos T, saco vltelino, placenta, útero y testfculos (107, 109). En el higa. 
do, existen 2 especies do mRNA que sugieren que las ceruloplasmlnas de peso molecular de 
200,000 'I 135,000 son producto de diferentes mensajeros que codifican secuencias pa/lpepUd/cas 
comunes. El mRNA de Cp de 360Q.3700 nucfeótldos probal>Jemente codifica a Ja Cp135, mientras 



que el de 440()-4600 podrfa codificar a la protelna de 200,000 (43). En la rata, también se ha detec
tado un transcrito de 3700 nucleótldos en el hlgado que se presenta desde el die 15 de gestación 
(71). En el útero se encontró en concentraciones de aproximadamente el 50% de las presentes en el 
hfgado, mientras que en el seco vitelino y en la placenta los niveles de mensajero son muy bajos 
(115). 

H. EVOLUCIÓN DE LA CERULOPLASMINA 

Le ceruloplasmina es una proteina perteneciente a la familia de protefnas con cobre en su molécula. 
Este grupo comprende protelnas que varfan en tamano desdo 100 hasta més de 2,300 residuos en 
une sota cadena; conUenen hasta 9 átomos de cobre en su molécula y realizan una amplia gama de 
funciones que Incluye acarreadores de electrones y oxkiasas y factores de coagulación sangufneos. 
Asl, en esta ramilla se encuentren las protefnas pequenas que poseen un solo étomo de cobre tipo 1 
(plastocfanlna y azurina); las oxidasas azules que se caracterizan por la presencia de los tres tipos 
de cobro (ceruloplasmlna, ascorbato oxidas&, lacasa, superóxldo dlsmulasa y citocromo oxklasa) y 
los factores de coagulación V y VIII (217). La evidencia de que la Cp consiste de tres dominios ho
mOlogos (111) y la comparaclOn de la estrudura primaria de les protefnas de cobre, ha pennttido de-
tennlnar que uno de los segmentos muestra ella identidad do secuencia en los sitios de unión del 
cobre Independientemente del tipo de protelne (47). 

La comparación de le estructura primarle de le la"casa aislada de N. aassa con le de las otras pro
telnas de cobre Indica un alto grado de Identidad de secuencia con el extremo carboxllo tennlnel de 
la Cp humana y en grado menor con las otras dos unidades de homologta de la Cp y con la pfasto
clanlna y la ozur1ne. Sin embargo, el arreglo quaslslmétrlco de los dominios amino y carboxllo tennl
neles sugiero la evolución por dupllcaclOn de un gen que codificaba un dominio proteico único de 
une protefna poqueno de cobro encostml. La Inserción de un tercer dominio como elemento genétl· 
copudo haber llevado a las oxldasas modernas y e la evolución do la Cp por trfpllcaclón (84,112). 
Sin embargo, Dwulet (47) propone que et gen primitivo de la Cp se fonnó por la fusión de dos genes 
que codificaban para proteínas de alrededor de 160 y 190 residuos de aminoácidos y que este pre
cursor de 350 residuos se triplicó més tarde pare fonnar el gen de la ceruloplasmlne actual. 

Por otro lado, los resultados de la comparación de la secuencia deducida del factor de coagulación 
Vlll humano mostraron una identidad sorprendente entre esto proteína y le Cp, encontrándose repe
Ucle tres veces le secuencia semejante e ceruloplasmlna (dominio A) en la reglón codlflcante del gen 
del factor VIII. Trabajando con el factor V de coaguleclón se encontró que la secuencia de amlnoé
cldos de la cadena ligera presento une k:lenllded del 40% con el fragmento cerbox:llo tennlnel del 
factor VIII. Asimismo se ha encontrado Identidad de secuencia entro la Cp, el factor VIII porcino y el 
fador V bovino lo que pennlte postular que estos dos federes y la Cp constHuyon une famllla gene
rada por la duplicación de un gen ancestral común correspondiente el dominio A, que ha sufrido un 
mlnlmo de 8 multlpllcaclones y los segmentos generados han mutado Independientemente para dar 
a les protelnas modernas de una ramilla cuyos genes se encuentran locellzados cuando menos en 
dos at1mosomas diferentes (44, 113-114). 

l. FUNCIÓN DE LA CERULOPLASMINA 

Con el descubrimiento de la ceruloplasmlna en 1947 por Holmberg y Laurell se iniciaron los estudios 
acerca de las posibles funClones de esta protetna. En la adualldad, se ha reportado que esta protele 
ne desempefta cuatro diferentes funciones: actividad de amino oxidase; actlvklad de ferrox.Jdasa; 
ectlvklad de superóxldo dlsmutasa y, transporte de cobre. Sin embargo, se desconoce si los sitios 
para los diferentes papeles se localizan en sltlos diferentes a lo largo de la cadena poUpept(dlca o si 
es un solo sitio actr.10 en la ceruloplasmlne el que es capaz de tener diferentes actividades depe,.. 
dlendo del suS1reto (45). 
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1. La ceruloplasmlna como amlno-oxldasa 

Holmberg y Laurell (5,6) fueron los primeros en establecer las propiedades oxldatlvas de la Cp. 
Mostraron que la Cp puede catallzar la oxidación de una variedad de polirenoles, pollamJnas aromé
llces y otros sustratos redudantes; entre ellos, la p-fenllendlamlna (PPD) mostró ser el mejor sustra
to. en los primeros estudios de Young y Curzon se probaron 20 diferentes sustituciones de 
compuestos ~amino, algunos derivados de catecol y amlnofenotos. Algunas de estas sustancias 
tales como la dopa (B-(3.4-dihldroxlfenll}a.-alanlne), adrenalina y serotonlna son de Importancia fl
slol6glca, y la comparación de la clnéllca de todos estos compuestos ha permitldo establecer que la 
Km varia alrededor do seis ordenes de magnitud, mientras que la Vmax varfe únicamente en el 
rango de 1a10 e·tcu.mln. Asf, se propone que el paso llmitante en la reacción es Independiente de 
la naturaleza del sustrato, y que éste se une a la enzima a través de los electrones 11: del anillo. Al 
mlsmo Uempo se demostró que la Cp sigue la cinética de Mlchaells.Menten y que todos los sustra
tos estudiados se carec:tertzan por una energie del orbital molecular ocupado més atto (EHOMO) 
excepcionalmente elevados lo cual pennlte proponer que la unión del sustrato a la enzima Uene lu
gar mediante la formaclOn de un complejo de transferencia de carga, Estos datos sugieren que el 
valor de la Km simplemente refleja la energla de Ionización del sustrato y no tiene relación con la 
unión del sustrato a la enzima. La cinética Indice también que la fonnaclón de un complejo onzlma
sustrato no tiene relevancia en la reacción (117-121). 

Utlllzando especlflcamente como sustrato, no sólo de la ceruloplasmlna sino también de sus frag. 
mentos de 87,000 y 50,000, e la N,N-dimetil-1,4-fenllendlamlna (OPD) se han reallzado mídtlples 
experimentos que nos Indican que le adivldad de le enzima se estimula en presencia de vanos Io
nes metálicos con el siguiente orden de efectividad: Fe(IQ » CoQQ > Mn(ll) > Nl(ll) > MgQI) > Zn(ll) 
• Cd(ll). Los lonos, mono o trivalentes, e excepción del Fe(lll) que es reducido do nuevo a Fe(ll), no 
presentan efectos de activación. Se he detennlnado tambtén que la oxidación del sustrato esté me
diada por la fonnación de un radical libre colorido estable, llamado rojo de Wurster, que presenta un 
máximo de absorción a 550 nm y cuya concentración se Incrementa llneannente en el tiempo hasta 
alcanzar un mAxlmo después del cual decrece hasta O. En este proceso se proponen tres pasos: 1• 
la fonnacl6n de un complejo da transferencia de carga entre el sUstrato y el cu2+ de la Cp. 2• et 
paso de un electrón del sustrato al cobre para la fonnaclón de un radical libre de color amañllo y 3• 
la transferencia de otro electrón al radical para generar un blradJcal que reacciona con més sustrato 
para dar el producto JMlrpura estable. Este paso de dismutadón es de suma Importancia en la reac
ción. A.si, el poder cata\ltlco de la Cp se debe prtncfpalmente al atto potencial redox del cobra Tlpo-1 
aceptar de electrones y a la fuerte y especifica Interacción con el oxfgeno (101, 122·128). 

Por otra parte, los estudios acerca de la interacción que presenta la Cp con diversos compuestos 
demostró que los écldos cartJoxfllcos lnsaturados y aromáticos tienen un efecto lnhlbitoño; la Inhibi
ción por cianuro es reversible y competitiva, mientras que la unión de una molécula de ezlda por 
molécula de Cp causa la Inhibición completa de ta enzima. cambios de pH y temperatura asf como 
la Irradiación con UV de la Cp resulten en la pén:tlda de la banda de 610 nm, y en la agregación de 
la protelna asf como la pén:tlda de lnmunoreacüvldad y alteraciones en la conformación de la protel
na. Hoy en die sabemos que la actividad catalftlca de la Cp puede ser Inhibida por una amplia gama 
de compuestos que pueden agruparse en siete categorfas que Incluyen: aniones lnOJQénlcos, car
boxllatos, compuestos con grupos -SH, agentes quelantes, hkfrazlnas, Iones metéllcos y 5-hkfrcxln-
doles (94, 96-99, 12lH31). . 

La Cp tiene también como sustratos dos tipos Importantes de aminas blogónlcas: la epinefñna y la 
seña de 5-hldroxlndol, y la s~ñe de la fenotlazlna (tranquilizantes). Barrass y Coult en una revisión 
han postulado que la Cp juega un Importante papel en la regulación de la concentración relativa de 
noradrenalina y de 5-hldroxitrlptamlna (serotonlna) en el suero y en el cerebro en donde estos com
puestos actúan como neurotransmtsoros. Asl, la Cp al regular la vida de estas aminas b\ogénlcas 
regulaña la qutmlca del .cerebro necesaria para una función mental adecuada, y la Interferencia con 
esta enzima llevarla a la aparfclón de estados mentales anormales. Se observaron también los efec
tos de múltiples drogas entre las cuales los aJuclnógenos aceleran la oxidación catallzada por Cp de 
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la noradrenalina pero Inhiben la de 5-hldroxttrlptomlna. Propusieron también la poslble participación 
de la Cp en la enfennedad de Parklnson, ye que el compuesto 3-hktroxi+metoxJfenetii.amlna es 
une de las toxinas que se acumulan en tos Perklnsonlenos ocaslonando temblores e hlpoqulnesla. In 
\IÍtllJ se ha mostrado quo este compuesto Incrementa to oxidación de la dopamlna (3-hldroxl-tlraml· 
na) catalizada por la Cp, y ya que esta enfermedad se ha asociado a una dlsmlnud6n en los niveles 
de ceteco1am1nas y un aumento en la Cp y en ta serotonlna, se ha postulado a la Cp como la base 
sistémica para la etlologla de la enfermedad (9, 132-134). 

otro tipo de estudios ha determinado que la ceruloplasmlna presenta actividad de ascorbato oxJ· 
dasa: y que enzimas tales como la llsll oxidasa dependiente de cobre afecta le adlvklad de la Cp y 
la concentraciOn de cobra (135-136). Sin embargo, pueda decirse que las metodologfas para la de
tennlnaclón de la actividad de la Cp no sólo utilizan como sustratos al PPO y al DPD, sino que en el 
tiempo, se ha ido Incrementado la precisión de las técnicas con el uso de sustratos alternos teles 
como la o-dlanlslna y con la Introducción de métodos lnmunoqufmlcos para tratar de determinar las 
atteraclones de le Cp en diferentes condiciones tonto nonnates como patológicas (137-140). 

Z. Actividad de fenoxldasa 

En 1960, Curzon y O'Rellly reportaron por primera vez el hecho de que el fierro (11) es oxidado por la 
ceruloptasmlna y que en su presencia se fonna un sistema acoplado de oxidación que estlmula a su 
vez la oxidación del OPD (141). La gran eficiencia de este proceso permltl6 postular a la Cp como 
una ferroxkfasa es decir, el vinculo entre et metaboUsmo del cobre y el del fierro, hecho que se ha 
confinnado con múttlples experimentos tanto In vltro como In vivo aún cuando hay que enfatizar que 
la Cp no representa el único componente molecular de cobre Involucrado en el metsbollsmo y/o 
fUndón de la célula roja. 

Los estudios realizados han permitido calcular que la oxk:laclón del Fe(IJ) cata\lzada por la Cp es de 
10 a 100 veces més réptda que la oxidación no enzlmétlca y que esta raacdón presenta las carao
lerfstlcas de actlvación por sustralo (101,142). Existen también datos que penntten usar la vetocidod 
do captación del Fe(lll) por la apotransfen1na para determinar cuantitativamente la actlvktad de oxf.. 
dasa de la Cp. Por otro lado. los estudios relacionados con la formación de transfen1na fénica en el 
suero humano con y sin Cp a pH 7.4 a partir de Fe(U), lndlcan que se generan mAs de 60 mg/dfa de 
Tf·Fe(lll) en presencie de la Cp, cantidad suficiente pera cubrir los requerimientos diarios de hierro 
(35-40mg) (9, 28, 143). 

Los estudios de·perfuslOn del hlgado demostraron que en presencia de Cp existe movlllzaCión del 
hierro almacen- hacia et plasma. La vetocklad de formedOn de transfen1nH'e(IJQ alcanza su 
méxJmo cuando la concentración de Cp es de un décimo de la cantidad presente en ~asma, sin 
embargo, para obseivar defectos en la movUlzaclón del hierro los niveles de Cp deben ser extrema. 
damente bajos (menos del 1%). Ast, en estas condiciones, los niveles nonnales de Cp pennttlrfan 
una velocidad de transporte de tñeno de 5.2 mglkg por die. Los estudios con cerdos mostraron que 
la administración de Cp a animales deficientes en cobre y con almacenes de hierro adecuados, In-
duce un aumento en ta concentración de hierro sérico. Esta movUlzacl6o, sin embtlrgo no se rela-. 
clona con la capacklad de unir hierro (TIBC) y en estas condiciones no se alcanza la saturación total 
da la transfenlnll a menos que exista una fuente adecuada de hlem> movfftzable. La aslafo.celUlo
plasmlna, molécula q'ue es nlpldamenla removida de la dn:ulacfOn, no prasenta aclivldad de movll~ 
zaclón de hierro. Analmente hay que m9nclonar que tanto la Cp como la transfen1na se lnaemen-
tan durante la recupemclón de hlpoferremla por srntesls de novo. Estos estudios en conjunto se han 
Interpretado como una demostración dlreda del papel fisiológico de la Cp en clrculaclón en el con
trol del hierro sérico (144-153). 
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3. Actividad de superoxldo dlsmutasa 

El radical libre anldnlco superóxJdo (021 es altamente reactivo y se origina de la reducción unlva. 
lente del oxigeno. Las células y tejklos de los organismos están protegidos de los efectos nocivos de 
este radical por la superóxldo dlsmutesn, enzima Intracelular con cobre, que catallza su transforma· 

~:~a~~~~ ~~L¡:~:, ~o~~~: =~~0o~:~:::::'~~1~i': :'J~~=~~nl~g:'h':r:~ 
na, ya que cuando menos en el ganso esta protefna presenta la actividad da superóxk:lo dlsmutasa 
(154, 158, 60). 

La ceruloplasmlna, pero no la epoprotefna, es un lnhlbldor muy efectivo de la peroxldaclón de lfpf
dos y llposomas de fosfollpldos asl como de fa degradación del DNA. La autoxk!ación de llpldos In
ducida por écido aSCOrt>lco, fierro lnorgénlco o catecolamfnas se reduce en presencia de Cp. Este 
efecto deaece grandemente en condiciones de alta temperatura y es Inhibido por cianuro. En lo que 
se refiere a la efectividad de la reacción, se ha encontrado que la relación 02·:H202 es cercana a 
2:1 y son aparentemente los Iones de cobre llpo l los responsables del transporte de un electrón de 
la Cp hacia el radica! en una reacción que es alrededor de 1,500 veces mas lenta que la catallzada 
por la Cu, Zn-suporOxldo dlsmutasa (SOD) (155-163, 165-166). 

La Cp también presenta efedo protector en la llsls de erttructtos estimulada por cobre o por fierro. 
La concentración flsiológlca de Cp pennfte que los receptores específicos de la ~lula roja estén sa
turados, por lo que en presencia de cobre, la llsls de los erttrocftos se Inhibe en un 78%. Este efecto 
se debe no sólo a la actlvtdad •atrapadora• de radicales, sino también a la oxidación enzlmétlca de 
los complejos formados (154,164). 

La función antloxktante de la ceruloplasmlna es una hipótesis etractJva, ya que la generación de los 
produdos de oxidación se asocia generalmente, con condiciones que Incrementan los niveles de Cp 
en el plasma. le readMdad de rase aguda de esta proteína so asemeja al de otras a211Jobullnas, y 
en condiciones de lnnamación se puede asignar a la Cp dos papeles anUoxkfantes diferentes: 1 • 
Impide que el hierro liberado actué como catalizador en la fonnación del superóxkto y 2• Inactiva dJ.. 
rectamente los radicales Ubres generados. SI astas adlvldades son de Importancia fisiolOglca, uno 
no puede dejar de preguntarse por qué la Cp ~ue siendo un catalizador tan poco eficiente a pesar 
de millones de anos de evolución (8, 157, 167). 

4. Transporte da cobre 

Oebkio a que la ceruloptasmlna representa més del 95% del cobre sérico, podña esperarse que 
fuera una fuente prfmarta de cobre para los tejidos extrahepéllcos. Broman fue uno de los primeros 
en preponer que la Cp aCIUa como un s!stem• acarreador especifico para transportar cobre del hl· 
gado a las células. Sin embargo, el medio de transporte de cobre en 1• sangre es la albúmina y 
complejos de albúmln8-Cu(ll)-hls1Jdlna, Cu(ll)-hlslldlna y posiblemente complejos lemarlos de cobre 
con otros •mlnodckfos, y no la Cp ya que no exlste Intercambio entre el cobre unido a Cp y el Cu 
lónlco In vivo. Las primeras evidencias que permitieron a.signar un papel de transporte de cobre a la 
Cp provienen de resultados do la dlstrtbuclón de 64cu en ratas; de la observación de que fa Cp 
puedo ll08plar electrones de la -.no respiratoria, en partlcular del cltoaomo e, y del hecho de que 
la Cp puede.donar el cobre requerido para la citocromo e oxklasa. Tambi6n se ha observado la 
transferencia de cobre a la superóJddo dlsmutasa. Finalmente, Hsleh y Frekfen concluyen que la 
evidencia existente Ueva a postular que la Cp Uene un papel flslofóglco COfTIO fonna de transporte 
que Jleva cobra a fa enzimas lntrllcelulares, mientras que el comptejo albúmina-cobre de la sangre 
estll Involucrado en el lransporte del cobre absorbido en el lnlostlno hacia el hlgedo (2, 9, 154, 168-
170, 213). 

Otros estudios muestran que la ceruloplasmlna doblemente marcada es catabollzada al liberar cu 
en las c61ulas, y que el cobre no permanece unido a los fragmentos cataboflzados de la Cp. Asf, el 
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mecanismo molecular del metabollsmo de cobre, es desconocido, pero se ha propuesto que las me
talotlonelnas edúen como protefnes de almacén y/o transporte de cobre (2, 9, 171-172). 

Ahora bien, el transporte de cobre por la Cp probablemente requiere de mecanismos de receptores 
ospeclflcos en los diferentes tejidos blanco. se han propuesto varios mecanismos para expUcar la 
Incorporación del cobre de la Cp a enzimas de cobre o protefnas de cobre Intracelulares. El primero, 
lmpllca la reducción del Cu(ll) de la Cp en el receptor de membrana, y subslgutontemento ol Cu(I) es 
transferido a un aceptar Intracelular X no Identificado. La otra a\lomatlva es que la Cp lntada sea ln
temalizada a través de mecanismos de cndocitosls, y el Cu(I) sea entonces liberado por proteóllsis o 
por un mecanismo que recicle después a la protolna a la membrana s>'asmétlca para ser liberada 
(173-175). 

J. VARIACIONES DE LA CERULOPLASMINA 

La cantidad de ceruloplasmlna presenta variaciones no sólo en situaciones patológicas, sino también 
debk1as a cambios ftslológlcos de las condiciones nonnales y en condiciones experlmentales. En la 
Tabla 2 se presenta un resumen de factores que modtflcan tos niveles de coruloplasmina (1, 2). 

TABLA2 

FACTORES QUE ALTERAN LOS NIVELES DE CERULOPLASMINA 

FISIOLOGICAS 

Enfermedad de Wilson 
Nefrosis 
Inflamaci6n 
Embarazo 
Ejercicio fisico 
Infecciones 
Anticonceptivos orales 
Esquizofrenia 
Artritis reuma.tolde 
Neoplasias 
Leucemia 
Anemia aplástica 
Crecimiento y desarrollo 

EXPERIMENTALES 

ACTH 
Cobre 
ca:cragenina 
Endotoxinas 
Epinefrina 
Glucocorticoides 
Trementina 
Interleucina-1 
Acido retinoico 

La Cp en adultos humanos normales presenta en el suero una concentración de 3~35 mg/100 mi 
Independientemente del sexo, sin embargo, existe una gran variación lnter1ndlvldual (1). En la reta, 
los niveles de Cp encontrados son Iguales a los del hombre, y se ha detectado que el parénquima 
hepétlco secrela 1.6 IJll Cp/ 5 X 105 células/ 24 h (137). También se ho determinado la cantidad de 
Cp en otros llquJdos corporales humanos en condiciones nonneles; se encontraron 2.6 mg/100 mi en 
liquido amnló11co. 0.22 mg/100 mi en el liquido cerebro-espinal, 3.3 mg/100 mi en las lllgrtmas y 120 
mg/100 mi de bilis (1). 

La concentración de Cp se eleva por efecto de las Infecciones agudas y crónicas debktas a una gran 
variedad de agentes virales, bacterianos y parasIUcos; este lncremonto se bloquea parcialmente en 
presencia de clclohexlmk!a, y se ha sugerido que lnlclalmente existe una llberaclón de la protefna 
sintetizada en las células hepáticas seguk!a de una fase de s(ntosls de novo (58, 153). Por otra 
parte, se ha postulado que la Cp forma parte de las protelnas reactantes de fase aguda, y como tal, 
se eleva cuando exlste dafto tisular, Inflamación aguda locallzada, y en enfermedades lnnamatorias 
crónicas tales como la artritis reumatolde. La evidencia de una mayor cantidad de esta protelna en 
estas condiciones, se deriva del aumento en la adlvldad de oxidase en el suero; sin embargo, el uso 
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Roeser (152) encontró Incrementados el cobre sérico y la adivlded de ferroxldasa de la Cp en pa
cientes con artritis reumatolde. Tanto en retas jóvenes como viejas (176) se han detectado eleva
ciones similares en la lnHamación Inducida por trementina, asl como por carragenina (178). Por otra 
parte, metales antagonlstas del cobre (Cd y Ag), Influencian diferentes sitios del metabolismo de la 
Cp con un resultado neto de eslfmulo de la adivldad de la Cp (179). También el écido 13-cis-.reti
nolco Uene efectos en la reducción de la Inflamación modificándose la Cp, efectos que parecen ser 
Independientes de la vitamina A (182), mientras que el écido escórblco no afecta la cantidad de Cp 
pero si su actividad de oxldasa (181, 183). En la actualidad, los efectos antllnnematorios de la Cp se 
alrtbuyen a su función de •atrepadore• de radicales llbms (167) y el aumento en la actividad de la Cp 
durante estos procesos seré proporcionalmente Inversa a la cantidad do cobre disponible (180). 

Existen numerosos datos experimentales que muestran la regulación hormonal de la sfntesls y se
creción de fa Cp. La eplnefrina, el ostradlol, la hldrocortlsona, el glucagon y la ACTH lnaementan 
los niveles de Cp, lo cual llevó a proponer que, cualquier cambio en la Cp relacionado con el stress 
Involucra a los esteroldos edroneles (58, 167, 177). Los niveles de Cp estén elevados en el recién 
nacido humano (66) lo que podría relacionarse con cambios en los niveles de honnonas de creci· 
miento, ya qua la hlpoflsectomla eleva el cobre hepático y la Cp (153). El ejercicio OsJco en huma
nos y en ratas también Incrementa a la Cp sértca (164), y podría esperarse que la adlvldad Hslca In
crementara los niveles de eplnofrina y la producción de lntertaucfna-1. Esta úhlma también ocasiona 
una elevación de los niveles de Cp a través do una combinación de senales honnonalos o on con
junción con ellas (185-186). 

Desde hace varios aftas se sabe que la Cp asl como el cobre so Incrementan dumnte el embarazo 
gradualmente hasta duplicarse a las 22 semanas, dlsmlnuyon y alcanzan nuevnmento sus niveles 
m6xlmos cerca del término. TeOrfcamonte los niveles de Cp en el embarazo son función del estra
dlol, y se ha encontrado que la administración de aJgunos anticonceptivos orales semejan estos 
efectos. otros estrógenos presenten la misma acción que el ostradlol, pero la progesterona no sólo 
no es capaz de evocar aumento en la Cp sino que se ha reportado una Ugera dlsmlnución en sus nf.. 
veles después de usarse un progestégeno durante 6-9 meses. Los nlveles nonnsles da Cp se alcan
zan 5 semanas después de descontinuarse su uso o bien 6 semanas después del parto. Sin embar
go, la ladancfa mantiene elevadas la actividad de oxidase y de ceruloplasmlna lnmunoreactlva (1, 
187). 

En cuanto a las mocllflcaciones en la cantidad de ceruloplasmlna que se presentan en diversas pato
loglas, no cabe duda que una de las más estudiadas es la enfermedad de Wilson o hepatolentlculsr 
en la cual existen depósitos de cobre en cerebro, hlgado, riftón y córnea que resultan de una excre
ción billar dlsmlnulda y una concentración muy baja de Cp sérica. En estos enfermos la epocerulo
plasmlna es más abundante, no presenta actividad de ferroxidasa, se une fécllmente a los erttrocftos 
pero protege menos de la hemólisJs estimulada por cobre. El mRNA para Cp se encuentra en un 
33% de los niveles normales en estos pacientes y se ha detedado qua e>dste una disminución en la 
transcripción del gen de la Cp (1, 104, 183, 187-188). 

En una gran variedad de neoplasias se han detectado elevaciones sustanciales de la Cp. Se desco
noce si las células tumorales contribuyen a este aumento In vivo pero se ha detedado que algunas 
lfneas embriogénicas son capaces de producir Cp (138, 189-191). Por otro ~o, el llquklo cerebro
espinal de pacientes con leucemla llnfocfUca aguda presenta dlsmlnuklo su contenido tanto de Cp 
como de transfen1na, sin embargo, en el suero se encuentre elevada (192). El fluido del lavado 
broncoalveolar de pacientes con neumonla y con asma bronquial muestra un Incremento en la Cp, 
sin embargo, éste se debe a un nitrado anormal d" protelnes de la sangre més que a una slntesls 
local. En el caso del lavado de fumadores se detedó también un aumento en le Cp que podría estar 
funcionando como protectora contra los oxidantes del humo del cigarro y de los contaminantes del 
aire (193-194). En algunas enfermedades dermatológicas como la psoriasls también se ha detectado 
un aumento en la Cp y una disminución en la superóxklo dlsmutasa de células pollmorfonucfeares 
(195). En ratas, se he generado una cepa que presenta un bajo nlvel de Cp, heredable en fonna eu
tosómlca receslva (198), y se cuenta con numerosos modelos experimentales que semejan patolo
glas humanas y que permiten su estudio detallado. Entre éstos, cabe mencionar el modelo del slir 
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drome nefrólico en el cual existe une disminución en la Cp sérfca probablemente debida a la pérdida 
de protefna por ortna (197). 

En conciusión, podemos decir que la ceruloplasmlna es une protefne con múttlples posibles funcio
nes que surre constantes modificaciones e consecuencia de atteraciones en las condiciones nonna
les y por supuesto en respuesta e patologías que elleran el bienestar del lndlvlduo • 



OBJETIVO 

La ceruloplasmlna es en la adualldad una proleJna que a pesar de haber sido estudiada muy am
pllamente y desdo diversos puntos de vista, presenta todavia grandes Incógnitas. Para poder reali
zar las Investigaciones, se ha purificado de múltlples fuentes, sin embargo, la Cp de conejo ha resul
tado dlffcll de obtener (38). Por otra parte, la actividad de rerroxldasa de la Cp ha penniUdo postu
larta como el vinculo molecular entre el metabollsmo del cobre y el del hierro. 

En el laboratorio do Blologfa Molecular, se cuenta con un modelo experimental en conejos de In
ducción de anemia crónica por sangrado. Este sistema nos pennite una aproximación a los fenóme
nos que ocurren en el proceso de erttropoyesls, tanto en sangre como en médula, asr como en lo 
que se refiere a algunos parámetros sórlcos involucrados en el metabolismo del hierro (19&-199). 
Asimismo, exJste un estudio prellmlnar del laboratorfo en el cual se d9'1ermfnó la actividad de oxJ. 
dasa de la ceruloplasmlna durante la anemia (200). 

El objetivo de este lrabajo es el purfflcar lo ceruloplasmlna de conejo y buscar la posible relación 
que existe entre esta protefna y los cambios que se presentan en el metabolismo del hierro en el sls. 
tema de anemia experfmental por sangrado. 

El primer paso conslsllré en utlllzar las metodologías de purfflcación de protelnas para obtener pura 
la Cp de conejo, con la cual se Inducirán anticuerpos en cobayo. Esto nos permHlrá contar con una 
técnica de cuanllflcaclón de la Cp Independiente de Ja adlvkfad de oxkfasa que presenta en eJ 
suero. Para relacionar los metabolismos de cobre y Rerro, se ungrará a los conejos para hacerlos 
anémicos y se detennlnarán tanto los parémetros hematológlcos clásicos (RBC, Hemoglobina, 
Hematocrtto, MCV), como factores sértcos directamente relacionados con el hierro (transremna y 
hierro sárfco). Asf, el uso de dos sistemas dlferenles nos pennltlré Iniciar el estudio de la esquiva 
proteína azul del suero, la ceruloplasmlna. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

1. Purificación de la Ceruloplasmlna 

La Cp se purificó a partir de suero de conejo coledado en presencia de écldo e-amino caprolco 2 M 
para dar una concentración final de 0.02 M (24). El suero se mantuvo a ·2DºC hasta su utlllzeción. 
Todo el proceso se roallzó en frio y las soluciones se prepararon con agua deslonlzada la cual se 
obtuvo pasando egua destilada a través de un desmlnerellzador Comlng LO 2A, alcanzando una pu
reza de 1 megaohm/cm. 

El primer paso consistió en el fraccionamiento del suero utilizando la precipitación con sulfato de 
amonio sólido (Merck de México) para llevar al suero a une saturación del 35% (p/v) que en ensayos 
previos demostró ser Ja adecuada para eliminar componentes sér1cos tales como las lnmunoglobull
nes sin pertier une fracción conslderable de la Cp. Se mantuvo el suero en un bano de hielo-agua Y 
se agregó lentamente el sulfato de amonio manteniéndose en agitación durante 24 horas. Se contri-
fugó a 15,000 rpm durante 30 minutos a 4ºC en un rotor de éngulo fijo (33º rotor 870) en una centrf.. 
fuga refrigerada Damon/IEC modelo B20A. 

El precipitado se redlsolvió en una solución de NeCI (Merck de México) 0.9% y se congeló para de
terminaciones posteriores. El sobrenadanle se reprecipitó con sulfato de amonio sóHdo para llevarlo 
ahora a 60% (plv) de saturación. Con este corte se logra concentrar la mayor cantidad de la Cp pre
sente en el suero. La precipitación y centrifugación se llevaron a cabo en las condiciones ya descri
tas, recuperéndose el precipitado que so redlsolvló en un volumen aproximadamente 10 veces me
nor que el volumen Inicial de suero, en el amortiguador de fosfatos de sodio (Merck de México) 
0.05M en NaCI 0.1M pH 6.8 con é.cldo e-amino caprolco 0.02 M (Sigma) (amortiguador de purifica
ción). El precipitado redlsuelto se transfirió a una bolsa de diálisis Spectrapor y se dializó exhausti
vamente contra agua desionlzada, y luego contra et amortiguador de purificación. 

La muestra dializada se Incubó con 3 g de DEAE.Sephedex A-50 (Phannacla) previamente hincha
dos en el amortiguador de purificación, durante 4 horas con agitación lenta y manteniéndose en un 
bano de hielo-agua. La resina se dejó sedimentar y se decantó el sobrenadante. Se agregó más 
amortiguador a la resfna, se agitó durante 10 minutos y se decantó el amortiguador, repitiéndose 
este levado tres veces més. Después de la ultima lavada la resina a la cual se unieron diferentes 
protefnas, entre ellas la ceruloplasmlne, se resuspendló en un volumen pequeno del amortiguador y 
se vació en una columna de cromatografle (Phannacie) de 1.64 cm de diámetro y 30 cm de largo. 
La columna se lavó con un volumen de cama del amortiguador do purtficacfón (aproximadamente 
100 ml} con un flujo de 24 ml/h uUUzendo una bomba Micro Perpex (LKB). 

Pata despegar las protefnas unidas a le resine se aumentó la concentración de NaCJ del amortigua· 
dora 0.13 M, manteniendo el mismo flujo y colectándose 4 mi/tubo en un colador de fracciones 
Fractomette 200 (Buchler) hasta pasar un volumen aproximado de 300 mi del amortiguador. 
Nuevamente se aumentó la concentración de NeCI ahora a 0.18 M y se mantuvieron las condiciones 
de operación hasta que el color azul de la resina desapareció. 

Se determinó la absorbancia de los tubos colectados tanto a 280 como a 810 nm en un espectrofo
tómetro Zelss PMQ 11. Se calculó la relación 810/280, y todos aquellos tubos que presentaron un 
cociente mayor a 0.02 se juntaron. Esta muestra se concentró por ultreflttraclón con une membrana 
PM30 y 50 psi de presión de N2. Una vez que el volumen se redujo a 15 M 20 mi, se transfirió a una 
bolsa de dléllsls y se dlallz6 contra el amortiguador de purtflcaclón con una concentración de 0.13 M 
de NaCI. 

Se montó nuevamente la columna de cromatografla con 3 g de DEAE-Sephadex A·50 hinchados en 
el amortiguador 0.13 M NeCI y se lavó con el mismo amortiguador con un flujo de 20 ml/h. se aplicó 
la muestra y se slguió lavando con 150 mi aproximadamente del amortiguador. se cambió la con-
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centraclOn de NaCI del amortiguador a 0.16 M y se siguió lavando en las mismas condiciones hasta 
que eluyO la banda azul que corresponde a la Cp. Los tubos se leyeron en el espectrofotómetro a 
280 y 810 nm. Se calculó la relación 610/280 y aquellos con cociente de 0.045 se juntaron y se con
centraron por urtralflltracJOn. En la figura 2 se muestra el diagrama de purtflcaclOn. 
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FIGUAA2 

DIAGRAMA DE PURIFICACION DE LA CP 
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En algunas ocasiones la Cp obtenida aparentemente no estaba totalmente pura por lo que fue nece
sario utlllzerotre columna, en este caso de flltraclOn molecular. Para ello, se.hincharon 2 g de Se
phadex G-150 en el amortiguador de puriflcacJOn y se montó una columna de 1.84 cm de dlémetro y 
22.5 cm de anura lo cual nos dio un volumen da aproxlmadamentl9 50 mi. La columna se lavó con 2 
volúmenes de cama del amortlguador con un flujo de 30 mllh, y se aplicó la muestra dlredamente 
sobre la resina utilizando una jeringa con manguera de látex en la punta. Se lavo la columna y se 
coled.aron 2 mi en cada tubo. Se leyó la absorbencia a 280 y 810 nm y se juntaron las fracciones 
con un cociente 6101280 de 0.045, que se concentraron por ullrafiltraciOn. 

El grado de pureza de Ja Cp obtenida se verincó por eledroforesis en acrllamlda con y sin SOS, asl 
como por criterios espedrofolométrtcos y su actJvldad de oxldasa. 

2. Detennlnaclón de la Concentración de Protelna 

Entre los diversos métodos espectrofotométr1cos para la determinación de la concentración de pro
teína en una muestra, se encuentre el Mlcrobluret de Goa. Este método mkfe químicamente la 
concentración de enlaces pepUdlcos, formando un complejo azul cuya lntonskfad se determina en el 
espectrofotómetro, es directamente proporcional a la cantidad de protelna presente. Este método 
permfte determinar cantidades entre 0.1 y 4.0 mg/ml de prolelna (201). 
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Se utilizó la solución de Blurel modificada por Benedld que se preparó disolviendo 173 g de citrato 
de sodio (Merck) y 100 g de carbonato de sodio en 500 mi de agua destilada. se disolvieron 17.3 O 
de sulfato de cobre pentehldrato en 100 mi de egua y se enadleron a la primera solución, aforando a 
1 1 con ague destilada. 

TABLA3 

CURVA PATRÓN PARA LA DETERMINACIÓN DE PROTEfNA 

Tubo BSA NaOH 3% Concentración 
(ml) lml) (mg/ml) 

0.01 3. 99 0.1 
o.os 3,95 0.5 
0.10 3.90 1.0 
0.15 3.85 1.5 
0.20 3. BO 2.0 
0.30 3. 71;1 3.0 

Se preparó un blanco con 4 mi de NaOH 3% y las muestras problema se prepararon agregando 2 mi 
de NaOH 6% a 2 mi de la solución proteica a determinar. Se agregó 0.2 mi del Bluret a todos los tu
bos, se agttaron y se dejaron a temperatura ambiente durante 15 minutos. Transcurrido este tiempo 
se leyeron los tubos e 330 nm conlra un blanco de egua destllada y se sustrajo el valor del tubo 
blanco de reactivos de todas les leduras. Se graflcó la &bst>rbancla de los tubos de la curva patrón 
contra la concentración de protefna, y es esta gréfica la que nos pennltlO detennlner ya sea por In
terpolación o por métodos matemttlcos calculando la ecuación de la reda, la cantidad de protefne 
presente en las muestras problema (figura 3). 
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FIGURA 3 
DETERMINACION DE PROTEINA 
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Para las delennlnaclones se estableció una cuJVa patrón con BSA a partir de una solución con una 
concentración de 10 mg/ml: 

3. Electroforesis en Geles de Pollacrllamlda (PAGE) 

La electroforesis en geles de pollacrilamlda se he convertido en una herramienta muy Importante 
para la separación e Identificación de protelnas, polisacáridos, ácidos nucleicos y gl/coproteinas. Le 
electroforesis en SOS ha sldo muy utl1lzada desde que se publicaron los primeros hallazgos por 
Shaplro en 1967 y por Weber y OSbom en 1969. Le utilldad de este método para la detennlnaclón 
del peso molecular de diferentes compuestos, depende de la capacidad del detergente dodecll sul
fato de sodio para Interactuar con y desnaturalizar una amplia gama de protelnas en forma similar. 
Las protelnas netlvas con diferentes caracterfstlcas de carga, tamano y fonna, se convierten en 
complejos de protelne-SOS que presentan une carga constante por unidad de masa y confonnaclo-
nes kféntlcas que varfan en tamafto directamente en relación con el peso molecular. En condiciones 
electroforétlcas detennlnedas, l.e. pH, voltaje, tiempo y concentración del gel, los complejos SDS
protefna se mueven dependiendo de su temerlo ya que la densidad de carga y la fonna son ldóntJ
cas. Asl, puede detennlnarse el peso molecular de una protelna al comparar su movllldad electroro
rétlca con la de marcadores de peso conocido, obteniéndose una relación linear al gmflcar el loga
ritmo del peso molecular contra le movllldad relativa (201-203). 

Para reallzar la eledroforesls de la proteina purificada se utilizó el sistema discontinuo de Laemmll 
tanto en placa como en disco, con sos. La electroforesis se hizo en geles al 6 y 7% con acrflamkfa
blsacrflamlda en una proporción de 30:0.8 en amortiguador trls-HCI 1.5 M pH 6.8, al cual se agregó 
SOS 10% p/v. Les muestras para estos geles con SOS se prepararon diluyendo la prote(na 1:5 en 
trts-HCI 0.5 M pH 6.8 con sos 10% y B--mercaploetanol y se calentaron en un bano de agua en 
ebulllclón durante 5 minutos. El amortiguador de electroforesis fue tris-glicina pH 8.3. En la eledro
foresls en placa se utilizó como marcadores de peso molecular a la albúmina de suero bovino 
(66,000 PM) y fosforllasa b (97,000 PM), mientras que en el caso de la electroforesls en disco se uti
lizaron los marcadores de peso molecular del estuche de Phennacla que contiene tlroglobullna (669 
kDa), rerrttlna (440 kOa), catalasa (232 kDa), deshldrogenasa lédlca (140 kOa) y albúmina (67 kOa). 
Los geles se comeron a 60 V hasta que la muestra entrara el gel y a 120 V hasta que el frente mi· 
grase a 1 cm del extremo del gel. se tlfteron con azul de Coomassla 0.25% écldo acético 9% en me
tano! durante 15 minutos y se dejaron destiftendo en écido acético 7% metenol 5% en agua. 

4. Inducción de Anticuerpos contra la Ceruloplasmina 

El enusuero contra la Cp se obtuvo Inmunizando e tres cobayos por vis lnt.mperttoneal, con una 
emulsión que contenta 2.5 mg de la ccrulopfasmlna purificada dllulda 1 :2 con NaCI 0.9% (p/v) y un 
volumen tgual de adyuvante completo de Freund (Dlfco). Este adyuvante consiste de 17 mi de 
acalto 17 Sholl Ondina, 3 mi de Macel A y 6 mg do Mycobacterium seco; Incrementa la antlgenlcl· 
dad de las sustancias al convertlrtas a fonnes partlculadas, lnnuenclando por tanto la captación del 
antfgeno por los fagocitos aumentando la persistencia del antlgeno en el organismo. La emulsión se 
preparó en un homogenlzador Potytron (Brinkmen lnstruments, Canadé). Se requiere de la emulsifi
cación complete de la solución para que la emulsión se rompa lentamente y libere al antígeno du
rante un tiempo prolongado, Para probar si la emulslficacfón esté completa, se deje caer una gota 
en egua; si esté lista, el material fonna une gota esférica. · 

Después de 21 dfas se inoculó una mezcla de 1.5 mg de Cp y adyuvante Incompleto de Freund. 
Quince dfes después se Inició el sangrado do los cobayos (10 ml/kg de peso) cada tercer dfa, para 
colectar la fracción de globullnas del suero. El titulo del anticuerpo se mantuvo Inoculando con una 
periodicidad de 15 dles, una emulsión de 1 mg de protelna en adyuvante Incompleto de Freund. 

Todo el material que se utilizó para este proceso se esterilizó para evttar la contaminación de los 
cobayos con organismos patógenos. 
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El titulo del anUcuerpo presente en el suero se verificó por el método de Ouchter1ony que es une 
técnica cualitativa bidimensional (201). En une placa de eger enttgeno y enUcuerpo se colocan en 
pozos separados. Confonne los reedentes dlrunden uno hacia el otro, se fonna une Unea de preclpl· 
taclón en el punto de oqulvalencla de cada sistema antfgeno anticuerpo. Para ello se preparó une 
solución de ager al 3% p/v en PBS calentando hasta obtener una solución translúcida de la cual se 
pipetearon 4 mi en ptacas de plástico y se dejaron solidificar sobre une superficie nivelada. Una vez 
geliflcado el agar se perforaron las placas con un pozo central y 5 pozos equidistantes dlstrtbuklos 
en forma de pentágono alrededor del centro, teniendo cuidado de que las distancias entre los pozos 
pcrtrértcos y el pozo central sea le misma. En el pozo central se aplicaron 5 !JI de Cp puñficada con 
una concentración de 0.5 mg/ml y en los pozos periíéricos 5 pi de suero total de cuyo y diluciones 
desde 1:2 hasta 1:128. También se hizo otro tipo de placa perforando de igual manera pero en el 
pozo central se uUllzó el suero Inmune de cuyo mientras que en los pozos de alrededor se aplicaron 
diluciones de Cpde 2.0, 1.0, 0.5, 0.25 y 0.125 mg/ml. 

Las placas se transfirieron una cámara húmeda durante 48 hrs y transcurrido este tiempo se lavaron 
exhaustivamente con PBS, se tii'leron con a mido negro 0.1 % en écldo acético 7% y se dejaron des
tlnendo en ácido acético 7%. La posición de la linea de preclpHaclón formada esté en función de las 
concentraciones relativas de antlgeno y anticuerpo ademés de otros factores tales como la especifi.. 
cldad del anticuerpo. 

5. Purificación de los Anticuerpos contra la Ceruloplasmlna 

La punOcaclón de la fracción de globullnas del plasma de cuyo so realizó por precipitación con sul
fato de amonio. Pare ello se preparó una solución sobresatureda de sulfato de amonio, disolviendo 
400 g de sulfato de amonio (Merck de México) en un volumen final de 500 mi de egua destilada a 
1o·c y ajustando el pH de la solución a 7.4 con hidróxido de amonio concentrado. El plasma de 
cuyo so diluyó 1 :2 en amortiguador de fosfptos salino (PBS) pH 7.4 y so llevó a un 40% v/V de satu~ 
roción que se calculó de la siguiente manera: 

V=X(S, • S,) 
l· s. 

donde 

V = volumen a agregar 

X= volumen de la muestra 

52 = saturación final de sulfato de amonio expresado como fracclón de 1 

S1 = saturación Inicial 

Se agregó el volumen de sulrato de amonio calculado y se dejó agitando en frfo toda la noche. El 
precipitado se recuperó por centrllugnclón a 10.000 rpm duranle 15 minutos a O'C (DAMON-IEC B 
20A) en un rotor de éngulo fijo; se redlsolvló en PBS y se reprecipHó a una saturación de 35% v/v 
con la solución saturada de sulfato de amonio. Se repitió el proceso de cofecdón del precipitado y 
saturación una vez mas y el precipitado final se disolvió nuevamente en un volumen pequeno de 
PBS. Se preparó una bolsa de dllUlsls (Spectrapor) y se dializó contra vanos cambios de PBS du
rante 24 h y luego exhaustivamente contra una solución de NaCI 0.85%, se centrifugó a 12,000 rpm 
durante 15 minutos a o•c para eliminar cuatquler precipitado presente y se determinaron tanto su 

~~r:~~= :0~~~6~ms:°~~::ot~u~~8-~.antlcuerpo por medio del método de Ouctrter1ony después 
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6. Inducción de la Anemia 

se ulillzeron S conejos Nueva Zelanda de la misma edad (4-4.5 meses) y del mismo peso (:J..3.5 kg), 
al/mentados 8d libltum con Conejlna (Purine de México) suplementada con lechuga y zanahorias. Se 
sangró a Jos conejos cada 24 hrs por punción cardiaca durante 18 dfas removiéndose un volumen 
de 10 mVkg peso. La sangre se colectó en Jeringas de vidrio enjuagadas con una solución de NSCI 
0.85% p/v y se tomó une alfcuota de 2 mi que se transfirió a un tubo enjuagado con dcido elllendlnl· 
tlilo tetracétlco sal dlsódlca (Tllr!plex 111, Men:k de México) al 20'11 p/v en NaCI 0.15 M pH 7.4 como 
anUcoagulante. La sangre restanle se transfirió a matraces de vidrio que contenían la canlldad ne
cesarfa de écido c·amlno caprclco 2 M para dar une concentración final en la sangre de 0.02 M y 
pertas de vidrio. Se agitó hasta lo formación del coá11ulo y se centrifugó en una centrffuga cUnlca 
(Clay Adams) a 2,000 rpm durante 30 minutos. Se separó el suero que se congeló a .2o·c hasta su 
utilización. 

Con la alícuota de sangre se determinaron el m'.imero de células rojas (RBC), volumen corpuscular 
medio de células rojas (MCV), mlmero de células blancas (WBC), Hematocrlto (Ht) y le concentra
ción de hemoglobina (Hb) en un Coulter Counter modelo ZF y en un Hemogloblnómetro (Coulter 
Electronlcs, lnc. Hlaleah, Fla.). Con estos datos se calcularon la concentración media de hemoglo. 
bina (MCH) y le concentración corpuscular media de hemoglobina (MCHC). 

7. Determinación de hierro sérico 

La concentración de hierro en el suero de los conejos se determinó espectrorotométrfcamente, utfll· 
zendo una modificación del método de Shade (204) preparado por Merck de México (Merckotest 
para hierro). · 

Le técnica consiste en la remoción del hhmu unido e protefnas slderónlas, principalmente el ligado 
por la transrerrina, a través de un cambio brusco en el pM del suero por la adición de HCI 1 N. 
Después se precipitan les proteínas sérices con ácido tricloroacétlco 20% con el objeto de eliminar 
cualquler Interferencia por dispersión y se centrifuga para recuperar el sobrenadante en el cual se 
encuentra el hierro libre, que es entonces reducido con ascorbato de sodio. El hlerro reducido se 
hace reaccionar con batofenantrollna a un pH de 5.5 aproximadamente, por lo cual se adiciona al 
sobrenadante acetato de sodio al 30% y se determina la absorbencia a 535 nm que corresponde el 
méxlmo de absorción del compuesto colorido. El cálculo de hierro se hace en función del cem~o de 
coloración en el sobrenadante con respedo a la coloración de una solución patrón de hierro cuya 
concentración es de 1 µg/ml de Fe. 

Pare la determinación de hierro se procedió primero a lavar el material de vidrio calenténdolo en 
una solución de extrán al 10% v/v a 95•c durante una hora. En seguida se enjuagó con agua destl· 
lada y luego con agua deslonlzada, para evHar cualquier residuo de hierro. Las soluciones se prepa. 
raron empleando, en todos los casos, agua deslonizada. 

Pera cada detennlnaclón se pipeteó 0.5 mi del suero y 0.5 mi de agua a los que se agregó 0.5 mi de 
HCI 1N agHando brevemente en un Vórtex. Se dtiJó reposar durante 45 minutos a temperatura aro. 
blente y se agregó 0.5 mi de écido lricloroacétlco 20%. Se mezcló y se centrifugó durante 30 mlnu. 
tos a 2500 rpm a 4ºC para compactar 11 preclpttado. Se pipeteó 1 mi del sobrenadante a un tubo 
limpio al que se agregó 0.5 mi de acetato de sodio 30% y aproximadamente 5 mg de ascorbato de 
sodio. Esta mezcla se agHó para disolver completamente el ascorbato, se anedló 0.5 mi del readlvo 
de coloración y se leyó la extinción de la mezcla a 535 nm en un espectrofotómetro Zelss PMQ 11 
contra un blanco y un patrón preparados con el mismo procedimiento sustituyendo el sue~ por agua 
o la solución patrón do hierro respectivamente •• 

La concentración de hierro se expresa como tJg de Fe/mi de suero y se calcule a partir de la si~ 
gulenle expresión: 
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Hi Absorbancla dcl suero 
erro en suero = Absorbancla patrón 

8. Detennlnaclón de la Concentración de Transferrlna en Suero 

utilizando los anticuerpos de borrego contra la transfenina de conejo, la técnica de Mancinl permite 
obtener datos cuantitativos de la concentración de esta protelne en muestras de suero (205). 

Para realizar estas detenninaclones, so prepara una solución al 3% p/v de agar (Bado-egar, Dlfco) 
en amortiguador de tris-barbituratos pH 8.6, 1 = 0.02 (LKB) y se deja fundir el egar a 1o•c hasta ob
tener una solución transh'.ickla. Este última so Incuba a 57•c durante 1 O minutos en un ben o de tem
peratura constante junto con una soluclón concentrada de anticuerpo antitransferrina en el mismo 
amortiguador para obtener une concentración final de 3 mgJml una vez hecha la mezcle. Sobre una 
superficie nlvelada, se vacfan 4 mi do la solución en placas de pléstlco y se deja solldlflcer la mez
cle egar-antlcuerpo. En cada placa se perforen 10 pozos de 3 mm de dlémetro aproximadamente, 
con una capacidad de 5 µl. Los restos de gel del pozo se retiran por succlón, el Interior se seca, y se 
aplican las muestras de suero o las que se va e detennlnar la concentración de trensferrine. Les pla
cas se transfieren a une cémara húmeda durBnte 24 horas, y transcurrido este tiempo se laven con 
PBS. Se unen con amldo negro 10 B 0.5% en metanol-écldo acético glacial 9:1 durante 10 minutos. 
Se destinen con ácido acético al 7% y se miden los halos de precipitación fonnados. 

9. Cuantificación de la Actividad de Ceruloplasmlna 

La ceruloplasmlna es capaz de oxidar algunos compuestos aminados, entre ellos a la parafenllen~ 
dlamlna, en una reacclOn que es un reflejo directo do su actividad de ferroxldasa. A través de una 
secuencia de reacciones oxidallvas, la Cp convierte al DPD (N,N-dimetll-parafenllendiamlna) en una 
base de BrandowskJ, Identificada por Rice como el último producto de oxidación y que presenta co
lor rosa fécllmente detectable en el espectrofotOmetro. 

Curzon (141,206) utlllzO esta carecteristlca como bese para estabtecer un método de cuantificación 
de la actividad de Cp en el cual pueden usarse muestras de suero o bien, de Cp parcial o totalmente 
purificada. La Cp reacciona con el sustrato OPD en un amortJguador de acetatos 0.2M pH 5.5 en el 
que la reacción es Optima Incubando 15 minutos a 37•c; ya que las condiciones son de exceso de 
sustrato, la aparición de producto oxidado es lineal en el tiempo hasta los 25 minutos y por tanto, 
con el tiempo de Incubación usado, pueden observarse las diferencias debidas a la concentración de 
enzima presente. La reacción se detiene con una solución helada de azlda do sodio 0.3 mM que es 
potente lnhibkiora de la Cp. Cuando se trabaja con suero o muestras poco puras de la protelna es 
conveniente agregar la azk:fa en una solución de cloruro de sodio 10% (plv) para evHar la aparición 
de turbidez en ras muestras, y leer la absorbencia a 550nm rápJdamente, ya que ésta decrece con el 
tiempo. 

Es Importante que el material utilizado esté libre de hierro. para lo cual se hirvió a 95•c durante 1 
hora en Extrán MA..03 exento de fosfatos (Merck de México) enjuagando después con agua desfonJ. 
zada. 

Se hizo necesario modificar el método de Curzon stn embargo, ya que se sabe que es de suma fnr 
portancia eliminar trazas de hierro que aumentan la reacclOn y conducen a resultados mas elevados 
que los reales en la adlvkiad de Cp del suero (207,208). Para ello se tomó una de les modlficacicr 
nes propuestas por Lovstad (209), que consiste en agregar un quelante especifico para hierro, la or~ 
tofenanlrollna en una concentración 1 mM al amortiguador de acetatos que se utiliza para preparar 
la mezcla de Incubación del método de Curzon. La adición del quelante debe hacerse al momento 
de utilizar la solución, ya que un agente oxidante, poslblemente H202, se forma al almacenarla. 
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La mezcla de Incubación se prepara de la slgulonte forma: 

1. 2 mi de amortJguadorde acetatos 0.2 M pH 5.5 ortorenantrollna 1mM 
2. 1 mi de agua deslonlzada 
3. 1 mi de la dlluclOn de suero 1:10 en cloruro de sodio 0.1 M 
4. 1 mi de cloruro de N,N-dimelll parafenllendlamlna (OPD) 1.7 mM 

Se Incuba 15 minutos a 37•c en un bano de temperatura constante (Grant lnstruments, Ud. 
England), tomando como tiempo cero el momento en el que se agrega el sustrato (CPD) e le mezcle 
de Incubación. La reacción se para agregando 2 mi de ezlda de sodio 0,3 mM en NeCI 10% helada. 
Se lee la absorbencia a 550 nm en un espectrorotómetro Zelss PMQ 11 descontando a cada lectura 
la absorbancle de un tubo blanco que contiene todos los reactivos excepto el suero. 

10. Determinación de la Concentración de Ceruloplasmlna 

Este parémetro fue calculado utilizando la técnica de lnmunodlfuslón radial dosatta por Manclnl 
(205), que consiste en lnclulr una concentración constante de anticuerpo en una matriz de agar, en 
la cual se coloca el entlgeno correspondiente lo cual pcnnHe llevar e cabo un análisis cuanlHetlvo 
del mismo. 

En este sistema se utilizó ol anticuerpo antlceruloplesmlna obtenido en cobayos a partir de la Cp de 
coneJo purificada. 

Para realizar la cuantiflcaclón, se prepare una solución al 3% p/v de agar (Becto-agar, Olfco) en 
amortiguador de trts-barbffuratos pH 8.6, 1 = 0.02 (LKB) y se deja fundir el agur a 1o•c hasta oblener 
una solución translúcida. Esta última se Incuba a 57ºC durante 10 minutos en un beno de tempera
tura constante junto con una solución concentrada de anticuerpo entl-Cp en 1111 mismo amortiguador 
para obtener una concentración final de 2.5 mg/placa una vez hecha la mezcla. SObre una supertlcla 
nivelada, se vacfan 3.5 mi da la solución en placas de plástico y la mezcla agur-anticuerpo se deja 
solldlflcer. En cada place se perforan 10 pozos de 3 mm de diámetro aproximadamente, con una 
capacidad de 5 pi. Los restos de gel del pozo se retiren por succión, el Interior se saca, y se aplican 
las muestras de suero e las que se va a determinar la concentración de Cp. Las placas se transfie
ren a una cámara húmeda durante 48 horas, y transcurrido este tiempo se laven con NaCI 0.9% du
rante 24 horas haciéndose 3 cambios de la solución; se repite este proceso de levado de las placas 
pero ahora con agua destilada para ellmlnar les sales. Se unen con amldo negro 1 O B 0.5% en me
tanol-écido acético glacial 9:1 durante 10 minutos. Se destinen con écido acético al 7% y se miden 
los llalos de precfpttaclón formados. 

Para poder calcular la concentración de Cp en el suero problema, se hizo una curva patrón con con
centraciones conocidas de la protelna. A partir de una solución de Cp pura de conejo con una con
centración de 8.5 mg/ml se hicieron diluciones desde 1 hasta 0.0025 mg/ml, ya que con estas canti
dades se obtienen bandas de precipitación con el método de Ouchtel1ony y un comportamiento li
neal al graflcar la concentración de Cp contra el cuadrado del diámetro de los halos de precipitación. 

11. An611sls Estadlstlco 

Se hizo el enéllsls de varianza de una vfa (ANOVA) utilizando el programa Stalgraphlcs 2.1 segul
das de la prueba de Dunnett do una cola para comparaciones múlllples (210). Se conskfera una p < 
O.OS como slgnlflcetlva. Las gráficas se presentan como la media de las determinaciones por dupll
cado de los 5 coneJos :terror estándar. 
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RESULTADOS 

1. Purificación de la Cerutoptasmlna 

El proceso de purificación de la Cp se Inició con la recolección de suero de conejo Ofl presencia de 
éckio e-amino caprolco 2 M para dar una concentración final en el suero de 0.02 M sin atte111r signi
ficativamente el volumen. Este compuesto actúa como lnhlbidor de la plesmlna, enzima presente en 
el suero, y que degrada a la Cp. El suero se mantuvo congelado a - 2o•c hasta el momento de su 
utlllzaclOn. 

En la literatura se encuentran numerosos reportes relacionados con la purtflcación de la Cp a partir 
de diversas fUentes, que uUllzan diferentes oompuestos tales como el etanol-cforoformo para 
precipitar a la Cp del suero; sin embargo en el presente trabajo so eligió al sutfato de amonio sólido 
para este fin. Asl, el primer paso que se realizó, fue detennlnar el porcentaje de saturac:Ktn óptimo 
que nos pennitlera recobrar la mayor cantidad de la Cp del suero (medida como actividad de oxi
dasa) con el menor número de contaminantes. Se tomaron aUcuotas de suero que fueron precipita
das a 20, 30, 40, 50, 60, 70 y 60% plv de saturaclOn y se dotennlnO su actividad de oxldasa como se 
muestra en la figura 4. Con estos resuttmos se estableció el Umtte Inferior de corte en 35% p/Y de 
saturación y se probaron dos diferentes cortes en el Hmtte superior: 55 y 60% p/Y de uturación. Los 
resuttados obtenidos se muestran en la tabla 4. con el corte 35-80 se recupera mAs de un 85% de la 
edlvldad de oxldasa en el precip\tado por lo que se decidió utilizar este rango de saturación con el 
cual eftmlnamos la mayor parte de protefnas como transfenina y albúmina que quedan en et sobr&
nadante. 

0.8 
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FIGURA 4 
ACTIVIDAD DE OXIDASA DE LA CP 
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Se preaenta la actividad de oxldasa de 
Cp en •u•ro de coneJo a dlfenmltt• 'llii de 
eaturaclon con sulfato da amonio (p/v). 

100 

Asimismo, hubo qua modificar las condiciones de la cromatograffa que se encuentran reportadas 
para la purificación de la Cp. Por una parte existen autores que utlllzan columnas de hldroxlapatfta, 
mientras que otros lnlbajan con resinas tales como el 5ephadex; y por otra parta la variedad de 
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amortiguadores que utlllzan en el proceso es muy grande. Asf, primero hubo que determinar en qué 
tipo de amortfguador se podla unir la Cp a la resina elegida que rue el DEAE-Sephadex A·SO, 
seleccionándose el amortiguador de fosfatos O.OS M NeCI 0.1 M pH 6.8, el cual se agregó ácido e 
ámlno caprolco en una concentración final de 0.02 M. Por otro lado, existen dos métodos para mon
tar las columnas de cromatograrta; el primero consiste en cargar le columna con la resine previa
mente hinchada en ol amortiguador de trabajo y aplicar la muestra que se desea separar directa
mente sobre le resina. El segundo aproveche las carecterlstlcas del amortiguador el Incubar la resi
na con la muestra antes de montar la columna. De esta manera, las protefnas con punto lsoeléctrtco 
mayor al pH del amortiguador no se unen a la resine permitiéndose asf la ellmlnaclón de protelnas 
contaminantes al1n antes de montar la columna. Después de probar los dos mModos se decidió tra
bajar con el segundo ya que nos permite eliminar contaminantes teles como transferrlna, hemo
pexlna y albClmlna de la muestra, disminuyendo el tiempo de trabajo, factor muy Importante dada la 
lnestabllktad de le ceruloplasmlne. 

TABLA4 

RECUPERACIÓN DE CERULOPLASMINA EN FUNCIÓN DEL PORCENTAJE DE 
SATURACIÓN CON SULFATO DE AMONIO UTILIZADO 

Muestra Ceruloplaamina• Recuperaci.6n 
(mg) {>) 

Suero 89.57 100 
p/p 0-35 6.85 7.65 
s/n 0-35 80.63 90.02 
p/p 35-55 39. 79 44.42 
s/n 35-55 43.64 48.72 

suero 131. 48 100 
p/p o-35 6.15 4.47 
s/n 0-35 112.4 81. 76 
p/p 35-60 89.87 65.37 
s/n 35-60 25.35 18.43 

• Cantidad de Cp total de la muestra calculada en r~mclón de su actividad de oxldasa. 

También tuvo que determinarse la concentración de NaCI requerida para despegar a la Cp de la re. 
slna. Inicialmente se trabajó con un gradiente de NaCI de 0.1 a 0.5 M, que luego se redujo de 0.1 e 
0.3 M. La reproduclblllded de los resultados nos llevó a buscar dos concentraciones de NaCI que 
pennitJeran despegar dlferencfalmente protefnas conllmlnantes y e la Cp. se encontró que a 0.13 M 
de NaCI se separa parte Importante de la protefna contaminante mientras que la Cp queda unida 
aún a la resina. l.11 segunde concentración que se probó, tue de 0.2 M de NeCI, concentración que 
no sólo despega a la Cp, sino también la mayorfa de las proteínas que aún quedan en la columna. 
Asl, se baj6 la concentrad6n e 0.18 M y finalmente e 0.18 M de NaCl lo que pennlt16 despegar e le 
Cp de resina sin desprender la mayprfa de las protefas contaminantes presentes. 

Una vez que se establecieron las condk:k>nes óptimas con las cuales se trabajarla, se partió de un 
volumen promedio de suero de 500 mi que se hllbla mantenido congelado a -2o•c. Se agr!l)Qó la 
cantidad necesaria de sutfato de amonio para nevar al suero a una uturect6n de 35% p/V cuklando 
de mantener el suero en un befto de hielo-agua con agitación constante. Una vez disuelto el sulfato 
de amonio se mantuvo durante 24 horas a 2"C con agltadón. se centrtfugó 30 minutos a 15,000 
rpm a 2'C y el precipitado (Jllp 0-35%) ;,., redlsolvkl en NaCJ 0.11% y se conge16. mientras que el so
brenadonte (sin 0-35%) se rep<edplt6 con sulfato de amonio ahora a tlO'llo p/v de llllu...:16n. Al Igual 
que en el paso anterior, el sulfato se agregó manteniendo frfa la solución y se deló en agttaclón 24 
horas. De esta muestra se recuperó el predpllado (Jllp 35-«>%) por centrtfugad6n 30 mln a 15.000 
rpm a 2·c, y se redlsolvl6 en un volumen pequefto del amortiguador de· fosfatos de sodio o.os M 
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NaCI 0.1 M pH 6.B (amortiguador de purtflceclón) que contiene 0.02 M de écldo e-amino caprolco. 
Se pasó a une bolsa de dléllsls y se dlellzó exhaustivamente contra varios cambios de agua dest\. 
lada durante 24 horas y por último contra el amortiguador de purificación. Se secó de la bolsa de 
dléllsts y se midió el volumen guardando une aUcuota. 

El p/p 35-60% se Incubó con 3 g de OEAE-Sephadex A-50 previamente hinchados en el amortigua
dor de purificación. Se agitó lentamente durante 2 horas manteniendo el vaso en un bar\o de hlelo
agua y le restna se dejó sedimentar. Se decantó el sobrenadante que presentó un color naranja tur
bio, y se agregó nuevamente amortiguador pam lavar la resina de les protetnes que no estaban uni
das. Se agitó durante 10 minutos, se dejó sedimentar y se recuperó un sobrenadente de color btan
co. Se repitió el lavado otras dos veces hasta obtener un sobrenadante claro. Esta resina con la pro.. 
telna unida muestra un color azul-grisáceo y se utlllzó para llenar una columna de c:rometograffa 
LkB de 1.84 cm de dlémetro. se lavó Inicialmente con un volumen de 75 mi amortiguador de purtf1-
caclón con un flujo de 24 mUhora. Este volumen es equivalente al volumen de la resina empacada 
en la columna y una vez lavada se llevó la concentreclón de NaCI en el amortiguador de purlflcaclón 
a 0.13 M manteniendo el mismo flujo. Se colectaron fracciones de 4 mi que se leyeron en al espec
trofotómetro a 280 nm. Una voz que la absorbanda disminuyó a 0.4 U.OJml (aproximadamente 60 
tubos), se aumentó nuevamente la concentración de NaCI del amortiguador a 0.18 M y la columna 
se lavó hasta que la resina quedara nuevamente sin color. Estas fraccfones se leyeron no sólo a una 
longitud de onda de 280 nm, sino también e 610 nm, lo qua nos permite detectar el color azul de les 
muestras debido a la presencia de Cp. En la figura 5 se muestra el perfil cromatogr6flco de esta 
primera columna. 

FIGURA 5 
CROMATOGRAMA DE LA 1a COLUMNA 
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La concentraclOn de NaCI ae cambió a 
0.16 M en al amortiguador en el tubo 65 

como lo Indica la flecha. 

Se calculó la relación 6101280 de tas fracciones obtenidas, y aquellas que presentaron un cociente 
mayor a 0.02 se juntaron. Se midió el volumen y se dializó contra el amortiguador pero ahora con 
una concentración de NaCI de 0.13 M. Después de dlallzar contra varios cambios del amortiguador, 
la muestra se sacó de la bolsa de dléllsis y se mld.16 nuevamente el volumen. 
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se montó nuevamente la columna de cromatograffa llenéndose ahora con 3 g de OEAE-Sephadex 
en amortJguador con NaCI 0.13 M y se lavó con un volumen de aproximadamente 150 mi con un 
flujo de 20 mUhora. Se aplicó la muestra dializada observéndose la fonnaclón de una banda de color 
azul Intenso en la parte superior de la columna. Una vez que entró toda la protelna a la roslna, se 
lavó con el mismo amortiguador coledando fracciones de 4 mi hasta que la absorbencia a 280 nm 
disminuyó a 0.1 U.OJml (aproximadamente 35 tubos). Nuevamente se cambió la concentración de 
NaCI del amortiguador a 0.18 M, manteniendo Iguales las condiciones de operación de la columna. 
Con ésto se pudo observar la migración de la banda azul hacia el extremo lnfertor de la columna 
hasta ser elulda en los tubos que se leyeron en el espedrofotómetro a 260 y 810 nm. En la figura e 
se muestra el perfil de esta segunda aomatograffa. Las fracciones que presentaron una relación 
8101280 de 0,045 se juntaron y concentraron por uttrafntraclón utilizando una membrana PM-30, e 
un volumen menor de 5 mi. Esta muestra se centrtfugó, y se leyó nuevamente q 280 y 610 nm, en
contrando los siguientes resultados: 

61 O nm a 0,803 U.OJml y 280 nm = 12.88 U.OJml por tanto: 

6101280 = O.Q.475 y 280/610 = 21.03 

que corresponden a los cocientes que se obtJenen para la prctefna humana pura. 

FIGURA6 

CROMATOGRAMA DE LA 2a COLUMNA 
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se sobe que poro lo Cp humana los coeflclentes de extinción son Ee101%=o.ee y e2901%=14.9. 
Estos datos se utlllzaron pera calcular la cantidad de Cp presente en la muestra purificada. Asl, la 
leduro a 810 nm comt5p0nde a una concentración de 8.87 mg/ml y a 280 nm a 8.51 mg/ml; resulta-
dos que corroboran la presencia de la Cp pura en la muestra. · 

Pocos autores en la literatura hacen referencia a la absorbanda a 330 nm de la Cp que esté relacio-

~~~::::.=-alt'o 3n:::' ~~'.::~~cfJ~~PR. La Cp de conejo purificada en este trabajo presentó 
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Por otro lado, con la Cp purificada se hizo una curva de actlvklad ya que se encuentra reportado en 
la literatura que para la protelna humana la actividad medida por oxidacf6n del DPO es lineal hasta 
E1cm = 0.5. La Cp purificada se dlluyó con NaCI 0,9% a una concentraci6n de 1 mg/ml y se deter
min6 la actividad de oxkfasa en muestras que se prepararon a partir de esta soluci6n y que conte
nlan 10, 25, 50, 75, 100, 200 y 300 µg. Los resuHados obtenidos se muestran en la figura 7. SI utili
zamos el dato reportado de que 1 mg de Cp = 63.0 unidades de actividad y 1 unidad de actividad = 
0.1 unidades de absorbencia a 550 nm, se puede calcular le centktad de Cp en la muestra (Tabla 5). 

TABLAS 

ACTIVIDAD DE OXIDASA DE LA CERULOPLASMINA PURIFICADA 

Absocbancia a 550 nm 
(U.O./m1l 

0.04 
0.1545 
0.2975 
0.46 
0.638 
1.365 
2.089 

Cantidad calculada 
(µg) 

6.3 
24.5 
47.2 
73.0 

101.3 
216. 7 
331.6 

FIGURA 7 

Cantidad agcegada 
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Asimismo, la muestra de Cp se sometió a electroforesis en disco con SOS en geles al 6% usando et 
estuche de marcadores de peso molecular (Pharmacfa) (figura 8). En esta electroforesis se pueden 
observar varias bandas: una de aHo peso molecular cercana a 200,000 daltones; una banda prlncJ.. 
pal de 125,000 daltones que corresponde a la Cp y dos bandas con pesos de 110,000 y 18,500 del· 
tones respectivamente. Estas dos uttJmas corresponden e la Cp que se ha fragmentado durante el 
procedimiento de purtflcaci6o. Sin embarga la banda de atto peso molecular presente nas hizo pen
sar en la presencie de algún contaminante por lo que se pasó nuevamente la muestra por una co-
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lumne de exclusión molecular. Este última cromatografla nos penmitió eliminar el componente de 
200 kDa que representa aproximadamente el 8.2% de la muestra. Las fracciones azules colectadas 
se leyeron en el espectrofolómetro a 280 y 610 nm y se juntaron los tubos que presentaron cocien
tes de 6101280 y 2801610:. 0.045 y 22.0 respectivamente. Se hizo electroforesis en placa con SOS 
en geles al 7% usando como marcadores de peso molecular albúmina de suero bovino (66,000 dal
tones) y fosforilasa b (97.000 daltones) y el resultado se muestra en la figura 9. En esta electrofore
sis se pueden obseivar dos bandas, una de 110.000 y, otra de 18,500 daltones que corresponden a 
la Cp en la cual se ha hldrollzado un enlace peplfdlco como resultado del procedimiento de croma
tografia, mientras que la banda de alto peso molecular ya no se presenta. Asf, podemos concluir que 
el resultado de la purtficaclón es una muestra de Cp !!Ue por criterios espectrofotomélricos, por can
tidad de protefna, por actividad de oxidase y por electroforesis se encuentra pura. Aún cuando en 
relación a la cantidad de protelna presente en el suero, la Cp representa únicamente el 0.12% recu
perado, en cuanto a la cantidad de Cp del suero.calculada en función de su actividad de oxidase, se 
tuvo una recuperación del 20.25% (Tabla 6). 

Figura a 

El gel de la izquierda muestra marcadores ile peso molecular, el de la derecha seftala la presencia de 
¡ Cp nallva de 125 y 200 kDa y fragmentos de la molécula con 110y18.5 
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Figura 9 

Se muestra en los dos. primeros carriles marcadores de pesO molecular, en los restante$ aparecen 
los fragmentos de la molécula de Cp. 

Figura 10 

Ple ca de Ouchter1ony con el antlsuero antJ..Cp a cilferentes concentraciones. 
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TABLAS 

RECUPERACION OE CERULOPL.ASMINA OEL PROCESO DE PURIFICACION 

SUERO Pll' o-Js SIN O-J5 S/tl 35-60 CERUl,OPLAS-
TOTAL MINA 

~nm 56.J 141.2 .;0-511 Btl,4 l2.6B 
43.08 61.96 Jl.22 SS.46 ::1.06 B.51 

m 1 "º 
., 5'0 'º "º J.2 

TOTAL 23,263 4,151 17,1'11 J,682 ll,312 21.23 
l""'/11111 
CERULOPl.ASMltV\ 0.994 o.ose 
1--111111· 
RECUPEMCiotl DE 100 17.84 73.81 16.67 0,12 
PRarEJAAUI 
RECUPEAA':IOO OE 100 J,Q4 09.32 St.13 23.01 20,25 
CERULOPU\SMill,11. ! 'l 

• Calculada en función de su actlvldad de oxidasa 

2. Obtención de Anticuerpos contra la Cerutoplasmlna 

Para la obtención de los anticuerpos contra la Cp de conejo so trabajó con cobayos. Se hizo un pri
mer Intento para obtener el antlsuero lnyedando la protelna purificada, sin embargo no se obtuvle-
ron resultados debido • que la protefna fue Inyectada en adyuvante Incompleto de Freund desde la 
primera Inmunización. Con estos resultados, se hizo patente la necesidad de utilizar el adyuvante 
com¡>Jmo en esta primera lnyecdOn por lo que se Inició nuevamente el protoook> de lnmunlzaddn 
usando cobayos diferentes que no hablan sido Inmunizados con anterioridad. 

Se preparó la prtmera Inyección usando 2.5 mg de Cp dlsuetta en NaCI 0.9% y un volumen Igual del 
adyuvante completo de Freund cuidando que lodo el metertal emplelldo y la soluc16n salina estuvie
ran est6rttes. se Inoculó a cada cobayo lntrape<ttonealmente repartiendo la dosis en cuetro sruos. A 
los 21 dfas se puso un prtmer refuerzo con 1.5 mg de Cp en adyuvante Incompleto de Freund y 15 
dles después de tomó una muestra de sangre para oblener el suero y determinar la existencia de 
ant~erpos antl-ceruk>plasmlna con el método de Ouchterfony. 

se pnipararon placas de pl~co con 4 mi de baclo-ag•r ot 3% en PBS, se dejaron soUdlficllr y 
luego se perforaron con un horadador de 2 mm de dlAmetro distribuyendo los pozos en fonna de 
pent6Qono equidistantes al pozo cenlnll. se pnipararoo diluciones det lnttsuero de cobayo de 1 :2, 
1:4, 1:6 y 1:18 y se pusieron 5 JJI de estas dlluclones y el mismo volumen del suero sin diluir en tos 
diferentes pozos. En el centro se agregaron 5 l'I de Cp con una concentración de o.s mgtml. 
ParalelameMe se hicieron placas de agar que contentan en el pozo central 5 pi del antlsuero y en 
los pozos exteriores el mismo volumen de diluciones de Cp cuya concentración fue de 2, 1, 0.5, 0.25 
y 0.125 mg/ml. se dejaron correr du,.nte 48 horas en cémara húmeda y a temperatura amblente y 
los resultados se muestran en la flgUra 10. Puesto que se encontró en estas placas la formación de 
lineas de pn!Cipl\lldón a todas las concentraciones usadas, se decidió Iniciar la recofeccJ6n del 
suero Inmune de cuyo. Para ello, se sangró cada tercer dfa a los animales un volumen de 1 O mt/kg 
de peso, manteniendo activa la ronnaclón de anticuerpos mediante la Inyección de 1 mg de Cp en 
adyuvante Incompleto de Freund cadft quince dlas. 

El suero Inmune de cobayos se juntó y se utlllz:6 para purtflcar la fracción de lnmunoglobullnas. Se 
partió do un volumen do 53 mi que se diluyó 1:2 con PBS y so precipitó e 40% v/v de saturación con 
una solución saturada de sulfato de amonio; con la fórmula se calculó el volumen necesario y estos 
71 mi se agregaron lentamente al suero manteniéndole en un bafto de hlel~agua. se dejó agitando 
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toda la noche a 2·c y se centrifugó a 10,000 rpm 15 minutos a 2•c. El sobrenadante se descartó y 
el precipitado se recUsolvl6 en PBS para dar un volumen de 50 mi, que tueron precipitados nueva
mente e 35% v/v de saturación con la solución saturada de sulfato de amonio. Se aglt6 durante 24 
horas en frfo y se recuperó el precipitado por centrifugacl6n, que nuevamente se redlsolvló en 50 mi 
de PBS y se repreclpi16 a 35% v/v de saturación. Se recuperó el precipitado por centrifugación Y se 
redlsolvló en un volumen final de 25 mi que se pasaron a una bolsa de diAllsls. Se diallz6 contra va
rios cambios de PBS durante 24 horas y poSlerionnente contra NaCI 0.9% otras 24 horas. Se sacó 
de la bolsa de dlAllsis y se centrifugó durante 15 minutos a 12,000 rpm a 2•c. Con las lnmunoglobu
llnas purificadas nuevamente se hicieron placas de Ouchtertony con dlluclones de suero que ven 
desde 1:2 hasta 1:128. Se obtuvieron lineas de precipitación para el suero total, y tas diluciones de 
1 :2 a 1 :64; esta última la consideramos como el titulo del anticuerpo obtenido. 

se detennlnó la absorbencia a 280 nm de las lnmunoglobullnas obtenidas que tuo de 27.03 U.O./ml. 
SI consideramos que e esta longttud de onde 1 mg/ml absorbe 1.5 U.O., le cantidad de protelne que 
tenemos es de 18.02 mg/ml, concentración que fue corroborada con la detennlnaclón de protelna 
presente por el método de Mlcrobluret de Goa. Con este ultimo método se obtuvo una lectura que 
corresponde e 18.46 mg/ml. 

3. Anemia Experimenta! 

Para Inducir la anemia se sangró diariamente por vfa lntrecardlace, 10 ml/kg de peso corporal 
durante 16 dfes e 5 conejos Nueve Zelanda. Se midieron diariamente los vetares hemato16glcos y 
consideramos el primer die de sangrado como dfa O y a los valores hemato16glcos de este die como 
los perémetros nonnales de los conejos. En la figura 11 se muestran los cambios en el número de 
células rojas (RBC), o.anlldad de hemogloblna (Hb) y Hematoctlto (Hlc) a lo laruo del estudio. 
Tomando como bese esta figura puede dividirse al proceso en varias etapas: fase aguda que com
prende del die 1 al 5 en la cual los parámetros considerados alcanzan sus valores més bajos; fase 
de recuperación que va del e• a110• día de sangrado y que se caradertza por el aumento en los 
valores hematológlcos y; finalmente, fase de equilibrio, del dfa 11 al 15, en los cuales el número de 
células y la hemoglobina producidas diariamente Jgualen a la cantidad removida por lo cual no se 
observan cambios significativos en los valores de estos parámetros. 

~~:s:. ~::~:~.:nea~ª~~~~!~: o::~: :~~l:r2~~t~ lf Oraa~:aó~l~~a:c c:I~~~ ~j: 
hemogloblnalkg. Asimismo, se calculó que se roquleren 9.6 mg de hierro (3.35 mg Felg Hb) (214) 
para sintetizar la hemoglobina que produce diariamente cada conejo. 

se mk:Uó ademlls el volumen corpuscular medio (MCV) y se calcularon la hemoglobina corpuscular 
media (MCH} y la concentración corpuscular media de hemoglobfna (MCHC) como se muestra en la 
figura 12. Los cambios observados en estos parámetros nos Indican que las células tienden a pre
sentar un mayor tamano con una mayor cantidad de hemoglobina por célula por lo cual se puede 
lnciulr a este anemia experimental entre las anemias macrocltlcas. 
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FIGURA 11 

MJMEAO DE CEWLAS ROJAS 
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Ya que nos Interesaba conocer més ampliamente los principales componentes del suero Involucra~ 
dos on el metabolismo del hierro, se detennlnaron aJgunos de los para.metros que renejan el estado 
del 0111anlsmo. Asl, en 11 figura 13 oe muestran los cambios en la concentrocldn de hierro sértco a lo 
largo del sangrado. El v1lor Inicia! de 1.545 IJlj/ml ae ha Incrementado para el dla 7 a 2.401 llQlml (p 
< 0.01) encontrjndose 111 tenclenclli a mantener los niveles de hierro por arriba de los niveles norma-
lea hllSla el nnal del pertoclo de estudio. 



FIGUi=¡A 13 
CAMBIOS DEL HIERRO SERICO EN LA ANEMIA 
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la transferr1na, fue cuantificada a lo largo del periodo de sangrado, por modio del método de lnmu· 
nodlfusión radial. Pare poder calcular la concentraclOn de transferrina en el suero problerpa, se hizo 
una curva patrón con concentraciones conock:tas de la protefna. A partir da una solución de transfe.
lrina da conejo pum con una concentración de 1 O mg/ml se hicieron diluciones desde 1 :2 hasta 1 :32, 
lo cual nos da un comportamiento llneal en una gráfica de cuadrado del dlémetro del halo vs. con
centración. 

CURVA PATRÓN DE CONCENTRACIÓN DE TRANSFERRINA 

Dilución 

1:2 
1:4 
1:8 
1:16 
1:32 

Transferrina 
(mg/m1) 

5.0 
2.5 
1.25 
0.625 
0.313 

Diámetro 
(mm) 
9.55 
B.5 
7.25 
5, 7 
4. 7 

La ecuación de la reda, que se ajustó por regresión lineal es: 

S=So+ K[Ag] 

donde: 

S = cuadrado del dlémetro del halo (érea en mm2) 

S0 = ordenada al origen 

K = pendiente de la recta 

[Ag) = concerrimción de transfelrina (mg/mij 
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Ana 
(mm21 
91.20 
72.25 
52.57 
32.4~ 
22.09 



Le ordenada al origen no es O y esté dada por la capacidad del pozo seco mas el volumen de mues
tra aplicado, 

La pendiente de la recta es Independiente del tamano del pozo, pero es Inversamente proporcional a 
la concentración de anUcuerpo presente. 

Asf tenemos que para las concentraciones de lransfenina utilizadas la ecuación ·do la recta es 
(figura 14): 

s = 26.751 + 14.126[Ag( 

FIGURA 14 
CURVA PATRON DE TRANSFERRINA 
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La variación en la transferrlna sérlca e lo largo del periodo de sangrado se muestra en la figure 15. 
La concentración lnlclal de 2.48 mg/ml tiende a Incrementarse lentamente de tal manera que en el 
dla 7 existen 2.99 mg/mf (p < 0.02). En ef die 9 la concent111Cfón se ha elevado a 3.47 mg/ml ¡p < 
0.05) y se mantiene por encima de los niveles Iniciales hasta el dfa 15 en el cual la concentración 
(3.89 mg/ml, p < 0.02) refleja un Incremento de aproximadamente el 50% por aniba del valor del die 
o. 

La combinación de los valores de trensferrlna y de hierro se uUllzaron para calcular la saturación de 
la transferr1ne. En la table 7 se presentan tanto los cambios en la concentración de transfenlna 
como los cambios en la saturación agrupados en las dlferentes fases en las que se dividió a la 
anemia. como puede obseivarse, no existen modificaciones significativas en la saturación de la 
transferrina aún cuando su concentracl~n var1a slgnlflcatlVamente en las fases de recuperación y 
equlllbrto. Esto fenómono puede explicarse puesto que la concentración de hierro tambl6n se modi
fica • lo largo del sangrado lncrementAndose a partir del dla 7 y por tanto la saturación de Ja protel
na no sufre cambios. 
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FIGURA 15 
CAMBIOS EN LA TRANSFERRINA SERICA 

DURANTE LA ANEMIA 
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TABLA7 

10 12 10 

CAMBIOS EN LA CONCENTRACIÓN Y SATURACIÓN CON HIERRO DE LA 
TRANSFERRINA S~RICA EN LAS DIFERENTES FASES DE LA ANEMIA 

Fase 

Inicial 
Aguda 
Recuperación 
Equilibrio 

• p< 0.02; 

Transferrina 
(mq/ml) 

2.4.8· :l: 0.12 
2.45 :l: 0.19 
3.06 ± o.is• 
3.36 ± 0,16•• 

Saturación 
1%) 

4.5.58 ± 3.06 
4.8. 91 ± 2.35 
48.56 ± 3.25 
39.33 ± 3.11 

- p < 0.001 al comparar los valores obtenidos contra los valores Iniciales. 

La concentración de transferrlna en el suero se deteimln6 dlartamente, promediando :os valores 
para las diferentes fases: dlas 1 -5 para la fase aguda; dlas 6-10 para la de recuperaci6n y dlas 11 
... 15 para el equlllbrio. La saturación de la transfentna se calculó asumiendo que todo el hierro pre--
sente en el suero esté unido a esta protelna. 

4. Concentración y Actividad de la Ceruloplasmlna 

La cuantificación de la Cp presente en suero de los conejos a lo largo del periodo de sangrado se 
llevó a cabo por medio del método de lnmunodi!usl6n radial. Esta técnica empleada para la cuantlft
caclón de la transfentna requiere el uso de 12 mg de anticuerpo en la placa par11 obtener una rela... 
á6n lineal entre el cuadrado de los halos de precipltacl6n olllenldos y la concenll8cl6n de transhlrri
ns empleada (0.313 - 5 mg/mn. Por consiguiente, al Iniciar el trabajo para establecer las condiciones 
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óptimas para obtener une curva patrón con el anticuerpo purificado, se decidió probar la misma con· 
centradón de anticuerpo empleada para la transferrina. En esas condiciones, no pudo obtenerse 
halos da precipitación con la canlldad de Cp usada, debido probablemente a que la reacción so dio 
en o muy cerca del pozo. Se hicieron nuevos ensayos disminuyendo la cantidad de entJcuerpo hasta 
lograr obtener una relación lineal al utilizar 2.5 mg de anticuerpo diluldos en 3.5 mi de agar al 3% en 
amortiguador de trls-barblturatos pH 8,6 y concentraciones de Cp que van de 0.063 a 1.0 mg/ml. 

CURVA PATRON DE CONCENTRACIÓN DE CERULOPLASMINA 

Ceruloplaamina DiAmetro Aren 
(mg/mll lmml (mm2) 

1.0 6.67 44.44 
0.5 5.07 25,67 
0.25 4.375 19.14 
0.125 3.925 15.41 
o. 0625 3.5 12,25 

La ecuación de la recta, que se ajustó por regresión lineal es: 

S=So + K[Ag] 

donde: 

S = cuadrado del dlémetro del halo (éroa en mm2> 

S 0 = ordenada al origen 

K = pendiente da la recta 

[Ag( a concentración de ceruloplasmlna (mg/ml) 

La ordenada al ortgen no es O y esté dada por la capacidad del pozo seco mas el volumen de mues
tra apllcedo. 

La pendiente de la recta es Independiente del tamano del pozo, pero es Inversamente proporcional a 
la concenbaclón de anticuerpo presente. 

Asf tenemos que para las concentraciones de Cp utlllzadas la ecuación de la recta es (figura 16): 

S • 10.416 + 33.46 [Ag] 

Una vez establecidas las condiciones óptimas para la cuantificación de la Cp presente en el suero 
de los conejos, se hicieron las determinaciones correspondientes al periodo de sangrado como so 
muestra en la figura 17. En la figura 18 se muestran las variaciones en la concentración de Cp a lo 
largo de la aneml1. La concentradón lnlclal que fue de 0.140 mgtml se lncrementa signiflcllfy1men
te para el dla 4 de sangrado (0.222 mgtml p < 0.01) y tiende a mantenerse por arribo de los valores 
del dfa O; el mhlmo Incremento slgnlflcatlvo que presenta esta protelmi durante la anemia es de 
aproxlmltdamente un 75% para el dfa 11. En la Tabla a se resumen las variaciones en la concer¡.. 
tración de Cp en la anemia agrupando los dfas en las distintas fases en las que se ha dividido este 
proceso. 
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FIGURA 16 
CURVA PATRON DE CERULOPLASMINA 
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Se determinó la actividad de la Cp presente en el suero de los conejos a lo largo del periodo do 
anemia. El método propuesto por Curzon modificado por Lovstad requiere de la adición de ortofe
nantrollna (quelanto especifico para et hierro) puoslo que es de suma Importancia eliminar trazas do 
hierro que Incrementan Ja reacción y conducen a resunados más elevados que los reales. Ya que 
tanto el mateñal como los reactivos fUeron preparados en condiciones en las cuales suponemos 
queda eliminado el hlelTD ~nte, la determlnacf6n de la actlvklad de oxidasa de la Cp se hizo en 
presencia y ausencia de ortofénantrollna 1 mM. Aún cuando existen pequeftas diferencias entre tos 
dos métodos, no son estadfsUcamente significativas, lo cual nos pennlte suponer que no existe hle.. 
rro libre en el suero que sea capaz de lnaementar la adlvldad de oxkfasa de la Cp presente. En la 
figura 19 se muestran las variaciones en la actMdad de oxfdasa de la ceruloplasmlna. 

TABLAS 

CAMBIOS EN LA CONCENTRACIÓN DE CP EN LAS FASES 'oE LA ANEMIA 

Fase 

Inicial 
Aguda 
Recuperaci6n 
Equilibrio 

• p< o.os 

Cp lmg/mll 

0.141 ± 0.004 
0.190 ± 0.014• 
0.223 ± 0.007• 
0.239 ± 0.013• 
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Figura 17 

lnmunodlfuslón radial para la deterrnlnaclón de la Cp. El panel superior corresponde a la curva 
patrón con concentraciones que van de 0.063 a 1 mg/ml. Se muestren las determinaciones de Cp 
para los dlas O (panel Intermedio) y 12 d,e anemia, que corresponde a la fase de equlllbrio (panel 

lnferiol). 
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El método de detennlnaclón de Ja actividad de oxl~asa de la Cp nos permite calcular la cantidad de 
la proteína presente en el suero ya que loma en cuenta la relac!ón que existe entre la acUvidad y la 
ebsorbancJa obtenida a 55Dnm y el contenido de cobre de Ja Cp. Asf, se calculó la concentración de 
Cp en las muestras de suero durante le anemia y los resultados se comparan en le figura 20 con los 
datos de concenlraciOn que se obtuvieron por el método de lnmunodlfuslón radial para este mismo 
periodo. Como puede observarse no existen diferencias signlficeUves en la concentración de la Cp 
calculada por los dos métodos, a excepción del dfa 7 en el cual existe una diferencia de 0.11 mg/ml 
(11 50%, p < 0.05). Se buscó adem'5 si exlstla correlación entre fas variaciones en la concentración 
da la Cp y su actlvkfer:i a lo largo del periodo de sangrado y se encontró una r = 0.530 (p = 0.04). 

AGURA18 

CP INMUNOREACTIVA DURANTE LA AN~MIA 

•'--~~~~~~~~-'-~~~~~~-'-~-' . 

En le literatura se menciona como una de las funciones de la Cp su actividad de ferroxfdasa por lo 
cual se le lnvoluaa en el metabolismo del hierro. En '8 búsqueda de posibles relaciones de esta pro-. 
tefna con el hierro se calculó el coeficiente do correlación entre las variaciones en la concentración 
do la Cp a lo largo del sangrado y la cantidad de hletTO sérico durante este mismo periodo. se en
contró que desfasando un dfa las variaciones en el hierro con respedo a Ja Cp exlsle un coeficiente 
do correlación de r = 0.543 (p < 0.02). Cuando se compararon ras dos proteínas, transfentna y Cp 
desfasando los cambios observados un dfa, pudo observarse que re correlación es de 0.828 (p = 
0.002) lo cual nos Indica que las variaciones en la concentración de Cp se reflejan en cambios en la 
concentración de transferrina un día después. 
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FIGURA 19 
ACTIVIDAD DE OXIDASA DE LA CP 

DURANTE LA ANEMIA 
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FIGURA20 

CP INMUNOREACTIVA VS. CP POR ACTMDAO 
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DISCUSIÓN 

La purificación de la ceruloplasmlna es un proceso que requiere de precauciones extraordinarias 
para obtener una muestra pura de esta proteína utilizando bien suero humano o de alguna de las 
especies de vertebrados de donde comúnmente se parte. En fonna cotidiana se trabaja con Cp ob
tenida de suero humano, de cerdo, vaca o borrego, sin embargo no existe mas que una mención en 
la IHeratura (36) en la que se Intenta purificar la proteína de conejo y se hace hincapié en que los re
sultados son desalentadores ya que de!:>Jdo a su baja concentración se obtuvo con un 60% de pure
za. Por otro lado, en oJ laboratorio se cuenta con un modelo experimental en conejo que nos permite 
contar con un sistema experimental en el cual estudiar el poslble papel de esta protelna en el metaª 
bollsmo del fierro, asf como con una fuente de suero para la purfflcecfón de la Cp. con estos ante
cedentes, se decidió Iniciar el protocolo de purfflcaclón de la Cp a partir de suero de conejo tomando 
como precaución el empleo de ácido e-amino caprolco desde la coleda del suero para evHar en lo 
poslble le degradación por plasmlna. 

Se ut/llzaron las metOdologías que comúnmente se emplean para la obtención de muestras puras de 
proteína aún cuando, como ya se mencionó, hubo que establecer primero las condiciones óptimas 
para trabajar con la Cp. El suero de conejo se fraccionó utilizando sutrato de amonio sólkto, y el 
predpftado oblenldo se cromatografló en resinas de Intercambio fónico. Como resultado se obluvo 
Cp de conejo pura. En las dJstlntas ocasiones en que se procesaron muestras de suero para purfflcar 
fa Cp, la metodologia empleada mostró resultados mJ)RKiucibfes, y aún cuando la recuperación de 
Cp del suero es del 20%, ésto representa una purfflcacfón de 188 veces. 

La proteína purfflcada se leyó en tres diferentes longHudes de onda (280, 330 y 610 nm) de las cue
les, la absorbancia a 280 y 610 nm, se utilizaron para calcular la cantidad"/ pumza de la Cp obteni
da. se diluyó una elfcuota en NeCI 0.9% a una concentración de 1 mg de Cpfml con la aJBI se corrió 
un espedro de absorción desde 260 hasta eso nm. Encontramos una gran similitud entre el espectro 

~::~t:: :ee!::~'::1:ee~ 1~~":~~foª;~\)aruJ:~ª:~n: :1~m:~:J8i:c::r:~~a~=~ 
~n~~ :~:::~"e~04l;:~0~~~~~m::~ 1~.¡¡ re1\~~ ~~6~::~~~ r:u::::nr~ 
en el rango de los mportados para otras especies y por tanto, el cociente entre la a!Jsorción entre les 
tres diferentes longitudes de onda que nos Indican la pureza de una muestra de Cp son sfmllares a 
los ya reportados para la protelna humane (13), de rata (5o4), caballo (57) y bovina (53). Para la pro. 
teJna de conejo se calcularon los siguientes valores: 6101280 :::i 0.044; 810/330: 1.39 y 2801610 = 
22.e2. SI comparamos la cantklad, pumza y cocientes de la Cp purfncada calculada en función tanto 
de los coeficientes mportedos para la proteína humana (13) como de los coeficientes calculados en 
este trabajo encontramos una gran slmilltud en los dalos obtenidos que no modifican slgnlflcatlva. 
mente ni la cantidad ni la pureza de la muestra obtenida. 

La absorción de une muestra de Cp e 330 nm está dada por la cantidad de cobre tipo 111 presente en 
une muestra. El cociente entre la absorción a 810 y 330 nm representa la relación entre el cobre tipo 
1 y el tipo 111 presentes en le proteína. En el caso de fa Cp de vaca, la relación 6101330 es de 2.1 
(53), para ovejas es de 2.0 (55) y la obtenida en este trabajo para Ja protelna de conejo es de 1.42. 
Son pocos los autores que hacen referencia a este cociente, pero se sabe que diferentes factores 
tales como el pH (53) se reflejan en cambios en la absorción en las diferentes longitudes de onda. 
También, se ha visto que la manipulación y el envejecimiento de una muestra de Cp purfficada, ge
nera un componenle Incoloro que consiste apamntemente de moléculas desprovistas de cobre Upo 1 
(38) lo que dlsmlnulrfa la absorción dé la muestra a 810 nm y por tanto el cociente entre las dos 
longltudes de onda seña también menor. Los átomos de cobre •azules" son muy Inestables"/ tienden 
a perderse con la manipulación mientras que el cobre tipo 11 aumenta con el envejecimiento y la 
desnaturalización de la protelna (56).Asf, podemos postular que la diferencia en el cociente 6101330 
entra los reportados Y el obtenido para el conejo puede deberse ye sea a diferencias lntrfnsecas en 
el contenkfo de los dos tipos de cobm en las distintas moléculas o bien a cambios debidos al pro
ceso de obtención de le ceruloplasmlna de conejo. 
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Ahora bien, la Cp de conejo purificada se utilizó para determinar su actividad de oxidase en función 
de la cantidad de protefna anndida en el ensayo y que fluduó en un rengo de 10 o 300 µg. Al grefi
car le absorbencia a 550 nm contra le cantidad de Cp se encontró que existe una relación linear en
tre actividad y cantidad. Los ensayos reportados con Cp humana mostraban que este linealidad se 
presenta hasta 0.5 U.O. (206). Sin embargo, para la Cp de conejo purificada en este trabajo encon
tramos esta linealidad hasta alrededor de 2.0 U.O (figura 7). As!mlsmo, este ensayo nuevamente 
nos Indicó que lo protefna estaba pura. SI consideramos que 1 mg Cp = 63 Unidades de actividad y 
1 unidad de actiVidad = 0.1 U.O. a 550 nm (13); 1 mg de Cp = 8.3 U.O. a 550 nm, para 100 µo de 
protetna esperar1omos una lectura de 0.63 U.O., lectura que obtuvimos al agregar este cantidad a la 
mezcla de incubación. 

Asl, por criterios espectrorotomótrlcos y de actividad de oxldasa, la Cp aparentemente esta pura, stn 
embargo, esto muestra •pura· on electroforesis no nos genero una sola banda como seria de espcr 
rar sino que mostró además de las bandas correspondientes a la Cp (125, 110 Y 1B.5 kDa), una 
banda de alto peso molecular (200 kDa) que pensamos no se debe o contaminantes ni a un dfmero 
de la protelna, sino a la presencia de una forma molecular de la Cp de atto peso molecular. 
Efectivamente, existe un reporto en la literatura (43) en el cual se describe una forma de la Cp con 
este peso que se presenta en el suero tanto de poroones sanas, como en el do recién nacidos y pa
cientes con la enfermedad de Wilson. También se mencione que esta molécula se encuentra en la 
fracción con adlvldad de oxldasa, contiene cobre y esté gllcosllada. Trabajando con células Hep G2 
se encontró que las dos formas de la Cp, 135 y 200, son sintetizadas y secretadas al medio, mien
tras que en estudios con células hepáticas human3s se han detectado 2 especies de mRNA de Cp lo 
que sugiere que las dos formas son productos de diferentes mensajeros que contienen secuencias 
polipeptfdlcas comunes. Por otro lado, en la rata no se he encontrado formas do la Cp de atto peso 
molecular y únicamente se ha delededo un mensajero para este protelna. Asl, esta forma de 200 
kOe podrfa ser el resultado de modificaciones postmduccionales de la Cp nativa, aún cuando la pre
sencia de un mensajero y su sfnlesls en htgado parecen apuntar a uno molécula de Importancia fl
slol6glca (43). 

El trabajo de Rydén (36), el único que se encuentre acerca do la Cp de conejo, menciona que aún 
con la protefna 60% pura puede calcularse un peso molecular mfnimo para esta molécula de 
108,000 y concluye que por comparación con otras ceruloplasminas de mamtfero probablemente su 
peso real esté cercano a 120 kDa. Por otro lado, detHdo a In gran Inestabilidad de la Cp es frecuente 
su fragmentación. Este proceso de fragmentación parece tener lugar aún en presencia de lnhibldo
res de proteasas durante la purtficación y almacenamiento de la protefna. El ptasma presenta une 
actividad proteolfllca baja, sin embargo, se puede asumir que los inhibidores de proteasas endóge
nos se eliminan durante el proceso de purificación por lo que el equlllbrto entre proteases e Inhibido
res tanto endógenos como los agregados, se altera por lo que los enlaces peptldlcos de la Cp más 
susceptlbles a la proteóllsls se cortan (42). La plasmlna es precisamente la responsable del rompi
miento del enlace que genera la banda de 20 kDa aún cuando la trombina puede romper también a 
la Cp duranle su purificación y almacenamiento (41). La electroforesis en SOS de la Cp revela hasta 
8 componentes con pesos moleculares do 130, 110, 66, 48, 22 y 1B kDa generados por la proteóllsls 
espontánea de la cadena de Cp (111). En presencia de ácido s amino caprolco la protefna humana 
en electroforesis muestra la banda principal con un peso de 130 kDa y dos componentes generados 
por el rompimiento do un sólo enlace poptfdlco con posos moleculares de 110 y 20 kOa (42). Asf, 
aún cuando se tomaron todas las precauciones para avilar la degradación de la Cp de conejo al pu
rtflcarta, la electroforesis nos mostró no sólo a la molécula nativa, sino también los fragmentos debi
dos a la proteóllsis por lo que podemos conciuirque parte de la Cp obtenida está rota, pero pura. 

La Inducción de anticuerpos resulta hoy en dfa una técnica muy frecuentemente usada. Pueden utlll
zarse diferentes sistemas para generar a los anticuerpos: moléculas monoespecfflcas como en el 
caso de los anticuerpos monoclonales o bien anticuerpos pollcionales. Ast, uno de los objetivos del 
trabajo, Inducir anticuerpos contra la Cp, se realizó Inmunizando cobayos con la Cp de conejo purifi
cada. Exlstlan dudas acerca de la capacidad de la protefna de conejo pare disparar el proceso In
mune en cobayos, ya que la Cp es una protefna muy conservada evolutivamente y que comparte 
grandes reglones de Identidad de secuencia con otros componentes sérfcos teles como los factores 
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V y VIII de coagulación (113--114). Sin embargo, con el empleo del adyuvante completo de Freund 
en la primera Inmunización pudo lograrse la producción de anticuerpos. Estas lnmunoglobulinas fue
ron purificadas; el tftulo obtenido usando el método de Ouchtertony es de 1:64, y presentó única· 
mente una banda de precipitación, lo cual nos Indica además, que la prolefna usada para Inducir los 
anticuerpos estaba pura. Por otra parte, al hacer la lnmunodlfusiOn radial, pudo observarse que la 
cantidad de anticuerpo necesario pare obtener una relaclón linear entre el dlémetro del halo y la Cp 
presente en el ensayo, es baja en relación a otros anticuerpos usados en el laboratorio. 

En ol proceso de Inducción de la anemia encontramos una gran similitud en la respuesta de los pa
rémetros hematológlcos con los ya reportados para este sistema experimental (198, 211, 216). 
Efectivamente, y aún cuando se presentan ligeros cambios en los valores normales al inicio de la 
anemia debldos simplemente a la variación poblecional, la cinética de Jos diferentes paré.metros 
hemeto16glcos y en especial, el mlmero de células rojas que nos sirve pare dividir a la anemia en tas 
diferentes fases, son muy parecidos a los que se obtienen en este sistema experimental. En la fase 
de equilibrio de la anemia (dfas 10-15) pueden calcularse IQ producción de células rojas y la de he
moglobina: como puede observarse en la figura 11 no se presentan variaciones conslderablos en es
tos dos parámetros, lo cual nos Indica que se produce Igual cantktad a la que se remueve. As(, ccr 
nacemos el número de células y la cantidad de hemoglobina para cada dla asf como el volumen da 
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Nuevamente encontramos que estos valores concuerdan con los obtenidos en otros experimentos 
con el sistema de Inducción de anemia crónica por sangredo. 

El Incremento en la producción eritropoyéllca on los conejos anémicos es de 4 a 5 veces sobre la de 
animales no sangrados, y esta respuesta aparentemente no esté llmltada por la dlsponlblUded del 
hierro contenido en los almacenes o la capacidad de transportarto en el suero (211). Los conejos son 
capaces de regular su captación de hierro de la dieta de acuerdo a las condiciones y sumlnlstral1o a 
los precursores do les células rojas sin modificar conslderablemento el sistema da transporte de hie
rro, como puede observarse en la figura 15. Los niveles de hierro sérico (figura 13) en los conejos 
aumentan e lo largo del periodo de sangrado, y este Incremento reneja la gran movilización de hie
rro que existe para la formación de hemoglobina. SI consideramos la producción de hemoglobtna en 
la fase de equilibrio, y tomamos en cuenta que se requieren 3.35 mg de Fe/g de hemoglobina (214), 
en el sistema se necesitan 9.6 mg do hierro diarios para la sfntesls de esta protefna. Durante el pr<>
tocolo experimental se remueven aproximadamente 180 mg de hierro en forma de sangre, sin em~ 
bargo, las reservas de hierro son de alrededor de 23 mg (211) por lo que el hierro necesario para la 
sfntesls de hemoglobina debe obtenerse de la dieta, y es suficiente para mantener la producción de 
células macrocftlcas (figura 12) caracter1stlcas del modelo de anemia experimental Inducida por 
sangrado. 

En condiciones de anemia crónica, la modificación de la cantidad de trensferrlna, molécula encar
gada del transporte sérico del hierro, se hace patente hasta la fase de recuperación y equilibrio en 
las cuales encontramos valores aproximadamente 50% por arriba de los Iniciales. Este aumento es 
paralelo al Incremento observado en la concentración de hierro sérico, por lo cual, no hay variación 
en el porcentaje de saturación de la transfenina, hecho que ya hablamos detectado en otro estudio 
reelludo con este mismo ststema (216). En este trabajo encontramos valores de hierro sérico lige
ramente menores y que alcanzan un mtudmo de 2.4 tJg/ mi cuando en otros ensayos se aproximan a 
los 4 pg/mt de suero. SI consideramos que el aumento en el hierro sérico observado en este trabajo 
fue menor que el detectado en.otras ocasiones pero que el Incremento en Ja trensfenine fue similar, 
resulta fécil entender el hecho de quo la saturación de la transfenina no se haya modificado. 

La determinación de la actividad de la Cp so hizo utilizando suero en lugar de plasma ya que resul
tados previos (200) hablan mostrado que la concentración de EDTA que se usa como anticoagulan
te parece tener un efecto Inhibitorio de cuando menos el 45% sobre la Cp al quelar el cobre asocia
do a la proterna (18). Por otra parte, se sabe que el Fe++ Interactúa con la Cp Incrementando su ac
tividad (101,121-123): el método de determinación de actividad de la Cp requiere entonces de me· 
tertal libre de hierro y la presencia de un quelante especifico, en este caso la ortofenantrollna (209). 
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SI existe hierro ·ubre• en el suero, es decir, no unido a la transfen1na podñamos encontrar marcadas 
diferencias en la edlvldad de la protefna al detennlnaria en condiciones en las que exista o no la or
tofenentrollna. El hecho de no observar diferencias entre ambas determinaciones en este trabajo 
puede deberse al hecho de que se requieren concentraciones mayores a 0.4 µmolas I 0.1 mi de 
suero para deteder el efecto de activación de la Cp, y en el suero de los conejos anémicos existe un 
máximo de 0.012 µmolas de flelT0/0,1 mi de suero (200). 

Por otra parte, al comparar los cambfos en le edlvldad de oxidase de la Cp a lo largo del periodo de 
sangrado observados en esto estudio, con los datos obtenidos en otro trabajo (200), encontramos 
patrones de variación parecidos, en los cuales es patente la diferencie de cada conejo en su reS;
puesta. La actividad de la Cp a lo largo del sangrado tiende a aumentar alcanzando su mhlmo 
significativo en el dfa 13 de anemia (1.705 U.OJml a 0.271 mg/ml, p < 0.001), dfa en el cual los va-
lores son el doble de los Iniciales (0.754 U.OJml a 0.120 mgfml). Este ensayo de la ectlvklad nos 
permite transformar la absorbancia a 550 nm en valores de concentración, lo cual nos Indicó una 
mayor cantidad de Cp en el die O en los conejos de este trabajo (0.12 mg/ml), con respecto a los 
valores previamente determinados (200). cabe mencionar sin embargo, que le cantidad de Cp en el 
dla o de sangrado, valor que podemos considerar el normal de los conejos, que es de 0.12 mg/ml 
representa aproximadamente le mttad de la cantidad presente en adultos humanos normales y en 
ratas (1,54,137) y es precisamente uno de los (adores que ha dificultado le obtención de muestras 
puras de Ja protofna de conejo. 

Les condiciones de detennlnaclón do actividad evitan la presencio de agentes que pudieran Interac
tuar con la Cp aumentando o disminuyendo su acción de oxidase. Quedaba la dude, sin embargo, si 
los cambios en la ed.lvldad durante la anemia so doblan e una modificación real de la concentración 
de Cp en el suero, o eran el resultado de una variación de la actividad de oxidase de la molécula por 
modificación de les condiciones ftslológlcas. La determlnadón de la cantidad de Cp por Jnmunodlfu
sión radial nos mostró que a pesar do existir ligeras diferencias (alrededor del 10%) con respecto a 
los valores calculados en función do su adlvldad de oxidase, a excepción del die 7, son estadfsti
camente iguales. La Cp lnmunorcactlva alcanza en ol die 4 el prtmer aumento significativo, y alcan
za su méxlmo nivel significativo para el día 11 en el que la cantidad de Cp sérica representa un In
cremento del 75% sobre Ta concentracJón Inicial. La diferencie en la centkfad de Cp detectada por 
los dos métodos podríamos explicarte como el resultado de una Inhibición de la protelna que oca
sionara menores niveles de actividad. Una explicación alternativa a estas diferencias en fa cantidad 
do Cp serla la presencia do una mayor cantidad de apoceruloplesmlna presente en la clrculaclón. se 
sabe que no existen diferencias en le velocidad de t>¡osfntesis y secreción de le apo- y halo- protei
nas en el hlgado, y que en condiciones normales alrededor del 10% de la protef na circulante se pre
senta como apocerulof1'asmlne (212). La Incorporación de cobre a la protelna en el hlgado serla e~ 
tonces llmltante Vnlcamento en función de la relación de hale>- e e~protelna secretada de la célula 
(73). La alimentación de los conejos y el tipo de sistema de Inducción de una anemia crónica por 
sangrado nos penniten asumir que la cantidad de cobre es suficiente para cubrir los requerimientos 
diarios del conejo. Sin embargo, en condiciones en las cuales se Incrementan drastlcamente las ne
cesidades del animal, se puede llegar a una deficiencia de cobre temporal, que Incremente hasta un 
40% la cantidad de apoceruloplasmlna presente en la circulación (38-39), lo cual se renejaña como 
una menor cantklad de protelna activa con respedo a Ja Cp lnmunoreadlva. Asf, alln cuando la 
primera evidencie de una mayor cantidad de Cp en el sistema se deriva del aumento en la actJvidad 
de oxklasa, el uso de métodos de lnmunopreclpltaclón nos sugiere alteraciones en el metabolismo 
de la Cp, ya sea un Incremento en su síntesis y/o una disminución en su catebollsmo. 

Se sabe que la ccruloplesmlna so modifica en respuesta a múttlples condiciones tanto fisiológicas 
como patológicas (1). En este trabajo, encontramos una elevación en los niveles de esta protelne 
que pueden ser el resultado do un Incremento en le slntesls o bien una disminución en su catebQ.. 
llsmo. El aumento en la actividad y concentración de la Cp se presenta desde el Inicio del protocolo 
de sangrado, lo cual pennlte suponer que se comporta como una protefna reaclante de fase aguda. 
Esta respuesta de fase aguda se expresa como múltiples alteraciones de las funciones metabólicas, 
endócrfnas, neurológicas e Inmunológicas, caracterizadas prtnclpalmente por un aumento en la sín
tesis de algunas protefnes hepáticas, leucocitos, anemia, as( como también un Incremento de los nl-

46 



veles de cobre sérico. También se sabe que este respuesta parece estar Iniciada por la lnterfeucina· 
1, que aparentemente estimula la sfntesls de ceruloplasmlna en el hlgado (215). La respuesta que 
observamos parece ser especifica y no deberse a un aumento generalizado de protefnas hepáticas, 
ya que hemos determinado la variación en la concentración total de prolefnas en el suero y la canli· 
dad de albúmina a lo largo de la anemia y no se detecten modificaciones en su concentración. Sin 
embargo, en otro modelo experimental, el del slndrome nefrótlco, la disminución de la Cp circulante, 
pennlte suponer que este tipo de respuesta no ocurre en les ratas (197). 

Ahora bien, en el modelo de anomla crónica experimental buscamos una posible relación entre los 
metabolismos del hierro y cobre. La primera Instancia, fue determinar si existe correlación entre las 
variaciones que presenta le Cp a lo largo del sangrado y los niveles de hierro sérico en este mismo 
periodo, Cuando se relaciona dla a die estos dos parémetros no se obtiene una correlaclón slgnlfi.. 
estiva; sin embargo al desfasar los valores 1 die, es decir, los cambios en la Cp se reRejan en modf. 
ficaclones de los niveles de hierro 24 horas después, la correlación aún cuando baja, se hace esta.. 
dfstlcamente slgnlflcatlva. Por otra parte, la transferrina, protefna sérfca responsable del transporte 
de hierro desde los sitios de absorción hasta los de utillzación y/o almacenamiento, también se 
modmca en la anemia. SI relacionamos los cambios presentados por la Cp y la transfenina desfa. 
sando nuevamente los valores 1 dla, encontramos una buena correlación. El hecho de que se pre-
sente relación entre estos 3 parámetros (Cp, transferrina y fierro) desfasando los aumentos un die es 
congruente con el papel de Ja Cp como directora en la toma de hierro, y nos Indicarla que en res
puesta a la Inducción de la anemia se modifican tanto el metabolismo de cobre como el de hierro. 
En condiciones normales, casi todo el hierro unido a transferrlna es captado rápktamente por la mé
dula. AJ Inducirse la anemia por remoción de sangre, se estimula la erttropoyesls y por tanto la ne
cesidad de hierro. Los reticulocttos tanto de médula como de sangre son capaces de utlllzar el Fe(lll) 
unido a Je transferrina. Sin embargo, el hierro que se absorbe en el Intestino es Fe(ll) y debe por 
tanto oxldarse antes de lnco1porarse a la apotransfenina. Se sabe que en el plasma existen cond¡.. 
clones que penntlen la oxidación no enzlmétlca del fierro, tales como el oxigeno y el citrato, sin em· 
bargo, la velocidad con la cual se lleva a cabo es muy baja en relación con los requerimientos nor~ 
males del organismo y por tanto lnsuflclenle en condk:ione..1 en las cueles la necesidad de Fe(lll) 
aumenta drásticamente como en el caso de nuestro sistema experimental (142,149). La cerulo
plasmlna es capaz de oxidar el hierro hasta 20 veces mas nlpidamenle que la oxidación no enzlmé
tlca. Sabemos que en el humano exlste un recambio de 30-40 mg de hierro al dfa en el plasma, y en 
estudios en los cuales se administra Cp a cerdos, se ha detectado la elevación réptda (4 horas) de 
los niveles de hierro sérico, de tal manera que se ha concluido que el efecto primario de la Cp es el 
Incrementar el flujo de hierro al plasma ya sea que este hierro provenga de las células hepáticas o el 
Intestino. Ahora bien, se ha encontrado que la máxima velocidad de movilización de hierro se pre-
senta cuando existe cuando menos el 10% de la concentración de la enzima, alrededor de 0.2 pM, y 
que en estas condiciones se transportan 5.2 mg de Fe/kg de peso (142·153). En el conejo nonnel, la 
cantidad de Cp presente en el suero equivale a 1.12 mM, y en la fase de equilibrio, se requieren al· 
rededor de e mg de Fe/dfa para mantener le producción de hemoglobina. As(, aún cuando no se 
modificara la Cp durante la anemia, la cantidad presente es suficiente para cubrir los requerimientos 
diarios de hierro. Esti:t proceso parece no estar relacionado con la cantidad de transferrlna y su va. 
locldad dependerfe en última Instancia por la disponibilidad do hierro que pueda movillzarse. 

El modelo do Inducción de anemia crónica por sangrado nos ha penntudo el estudio de la erftropo.. 
yesls y el metabolismo del hierro (198--199,211). Hemos encontrado que existe un iope• en la eri· 
tropoyesls que se Incrementa hasta 4-5 veces en nuestro sistema, y que aparentemente el hierro no 
es un factor llmltante en este proceso. Por otro lado, ya que les reservas de hierro en el hfgado de 
los conejos son de apenes 23 mg, el hierro necesario para la erftropoyesls debe provenir principal
mente do la dieta. Podemos postular que en respuesta a una mayor necesfdad de fierro el orga
nismo Incrementa su absorción y la Cp se encarga de transfonnario en un complejo trensferrfna. 
Fe(lll) que puede ser utllizedo por la célula pera la sfnlesls de hemoglobina. El aumento en le canU~ 
dad de Cp en nuestro modelo podrfa explicarse directamente como el resultado de una modificación 
de su metabolismo en respuesta a la necesidad Incrementada de hierro (actividad de ferroxldase), o 
bien, Ja respuesta a una serlo de estímulos (Inflamación, protección contra la oxidación) que se Siibe 
Inducen cambios en el •status• de la Cp. Finalmente, el resultado de la Inducción de la anemia en 
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los conejos en lo que se refiere a los metabolismos de hierro y cobre es una atteración de su equil~ 
brfo. los resultados reportados en la literatura, asf oomo los emanados de esle trabajq, nos plantean 
una nueva serle de Interrogantes acerca de Ja ceruloplasmtna y su papel como vlnculo moJecular 
entre el metabolismo del hierro y el del cobre. 
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CONCLUSIONES 

La ceruloplasmlna de conejo obtenJda mediante el empleo de cromatografla de Intercambio fónico 
presentó fas caraderfstJcas de absorción espectrofotomélrlca descritas para la prolefna humana. La 

~~~~6;::JZ,~23~ ?o~ªa!':º!~: =:, o::r:~~:~p'!.~~7!~n:~~= ::,:::;:~a~ 
loplasmlna •nonna1• de 125,000. 

En el modelo de anemia experimental por sangrado crónico la ceruloplasmlna presentó variaciones 
en su concentración detennlnadas a través del método de lnmunodlfusión radial que empfea el anti
cuerpo Inducido conlrll esta protelna en cuyo en el presente trabajo. 

Se propone que las variaciones de la ceruloplasmlna están l}gadas a los cambios observados en la 
cantidad de transferrlna y hlBl'TD sdrlco que se manlnestan 24 horas después lo que es congruente 
con un papel de dirección en la toma de hierro por la ceruloplaSmfna. 

49 



REFERENCIAS 

1. Poulik, MD. and Welss, ML COruloplasmln en: The Plasma Prolelns. Ed. by Frank, W. Putnam. 
Academlc Press. New Yollc. 2nd. Ed. Vol. 11p52 (1975). 

2. Laurfe, SH. and Mohammed, ES. Ceeruloptasmln: The Enlgmatlc COpper Proteln. coord Chem. 
Rev :13, 279 (1980). 

3. Holmberg, CG. On the Presence of a laccase--llke Enzyme In serum end tts Relatlon to the 
COpper In serum. Acta Physiol SC8nd 8, 227 (1944). 

4. Holmberg, CG. aild Laurel!, ce. lnvestJgatlons In serum Copper. l. Nature of Serum Copper and 
lts Relatlon to lho lron-blndlng Proteln In Human serum. Acta Chem 5cand 1, 944 (1947). 

5. Holmberg, CG. and Laurel!, CS. lnvestlgelions In Serum Copper. 11. lsolatfon of the Copper 
Contalnlng Proteln, nnd a Oescrlpüon of sorne of Hs Propertles. Acta Chem Scand 2, 550 (1948). 

6. Holmberg, CG. and Laurell, CB. lnvestJgatlons In Serum Copper. 111. coeruloplasmln as en 
Enzyme. Acta Chem ScandS,476 (1951). 

7. Holmberg, CG. and Laurell, ce. lnvestlgatlons In Sorum Copper. IV. Effoct of Dlfferent Anlons on 
lhe EnzymaUc Actlvlty of Coeruloptasmln. Acta C/Jem SC8nd 11, 921 (1951). 

8. Rydén, L. C«ulop/asmhl In: Copper Prolelns and Copper Enzymes. Ed. René Lontle. CRC Press. 
Florida. Vol. 111 p37 (19134). 

9. Frieden, E. and Hsleh, HS. Ceruloplasmln: The Copper Transport Proleln wllh EssanUal Oxidase 
Actlvlty. Adv. Enzymo/ 44, 187 (1976). 

1 O. Amaud, P., Glanazza, E. and Mirlbel, L Ceruloplssmln. Meth énzymo/ 183, 441 (1988), 

11. stelnbuch, M. ond Quentln, M. Preperatlon ofC:eruloplasmln. Nslure 183, 32J (1959). 

12. Sanders, BE., Mlller, OP. and Richard, MN. Prepamtfon of Ceruloplasmln. Arch Blochem 
B/ophys 84, 60 (1959). 

13. Curzon, G. and Vnllel, L. The Purlficatlon of Human Caeruloplasmln. B/ochem J 74,279 (1960). 

14. Broman, L Scparatlon and Charaderizatlon of Two Coeruloplasmlns from Human Serum. 
Neture 182, 1655 (1956). 

15. Rlchlerlch, R .. Temperll, A. and Aebl, H. Die heterogenltat des caeruloplasmlns: lsollerung und 
charaklerlsferung van zwel cupro-protelnen aus human-serum. BJochlm Blophys Acia 66, 240 (1Q62). 

18. Broman, L and Kjellln, K. A rapld seml-contlnuous method for puriflcat!on of ceruloplasmln from 
human serum. Bloc/Jlm B/op/lys Acto 82, 101 (1964). 

17. Deutsch, HF. The Preparatlon of Crystallfne Ceruloplasmln from Human Plasma. Arch Blochem 
Blophys H, 225 (1960). 

18. Kesper, ce. and Oeutsch, HF. Physlochemlcal Studles of Human Ceruloplesmln. J BJol. Chem 
238, 2325 (1963). 

50 



19. Oeutsch, HF., Kasper, CB. end Welsh, DA. Rapld method for preparatlon of crystalllne human 
ceruloplasmln from Cohn fradlon IV-1. Arr:l1BJochemB/ophys99, 132 (1962). 

20. Moren, A. and Schelnberg, IH. Heterogenelty of Human Cerulopl.e:smln. Sclenca 131, 930 (1960). 

21. Laur1e, SH. and Mohammed, ES. Caeruloplasmln: The enlgmatlc Copper Proteln. Coord Chem 
Rev 33, 279 (1980). 

22. Moren, AG., Van Den Hamer, CJA. end Schelnberg, IH. Physlcal and Chemlcal Studles on 
Ceruloplasmln. VI. Preparatlon of Human Ceruloptasmln Crystats. J Blol. Chom 244, 3494 (1969). 

23. Oeutsch, HF. and Flsher, GB. Stucnes of Human ceruloptasmln Frectlons Separated by 
Chromatography on Hydroxylapallle. J Blof. Chem 2S9, 3325 (1964). 

24. Ryd6n, L. Evidence for proteolytlc fragments In commerclal samPJes of human cenlfoplasmln. 
FEBS Loff 11, 321 (1971). 

25. Noyer, M., Owulet, FE., Hao, YL. and Putnam, FW. Purlficetion and Charaderlzatlon of 
Undegr.tod Human ceruloplasmln. Anal Blochem 102, 450 (1980). 

26. OOsthulzen, MMJ .. Nel, L., Myburgh, JA. and Crookes, RL. Purificallon of Undegradod 
ceruloplasmln from Ou1datod Human Plasma. Anal /llOChem 146, 1 (1985). 

27. Belew, M .. Pelersoo, EA. aod Porath, J: A High-Capactty Hydrophoblc Adscrbenl for Human 
Serum Albumln. Anal Blochem 1&1, 438 (1985). 

28. Kawasakl, N .. lshlgaml, A., Tanlmolo, T. aod Tanak&, A. DelennlnaUon of lroo(lll) Ion Uslog loo 
Chromatography wtth Electrochamlcal Delecllon aod Hs Appllcatlon to 1he A.ssay of lhe Ferroxldase 
Adlvtty of Ceruloplasmln. J C/JromalOgephy &03, 237 (1990). 

29. Poullk, MD. Electrophoretic and lmmunologlcal Studles on Strudurel Sub-Unlts of Human 
Ceruloplasm. Nature 1M, 842 (11162). · 

30. Kasper, CB. and Deutsch, HF. lmmunochemlcal Studles of Cryslalllne Human Cerulopfasm!n 
aod Derivativas. J Blof. Chem 238, 2343 (1983). 

31. Polllon, WN. and Beam, AG. The Molecular Strudure of Humen Ceruloplasm\n: Evidence for 
Subuol1s. Blodllm Blophys Acla 127, 407 (19ell). 

32. Freeman, S. and Daniel, E. Dlssoclatlon end Reconsututlon of Human Ceruloplasmln. Blochem 
12, 4088 (1973). 

33. Slmons, K. and Beam, AG. lsolatlon and Partlal CharadertzaUon of the Polypeptlde Chalns In 
Human Ceruloplasmln. Eliochlm Blophys Acta 175, 260 (1969). 

34. Mulwa, H .. Ka)lyama, S., Suglyama, K., et al. The Subunlt S1rudure of Port:loe Ceruloplasmlo. 
Sloclr/m Blophys Acta 111, 132 (111611). 

35. Rydéo, L Slogle-Chaln Strudure of Humen Ceruloplasmln. Eur J Blochem 21, 380 (1972). 

36. Ryd6o, L. Comparison of Polypeplkf...Chaln strudure of Four Mammallan Ceruloplasmlns by 
Gel Flllrallon In Guanldlne Hydrochlorlde Solullons. EurJ B/Oehem 21, 46 (1972). 

51 



37. Rydén. L. and 8JOrk, 1. Relnvestlgatlon of So me Physicochemlcal and Chemlcal Propertles of 
Human Ceruloplasmln (Ferroxldase). Blochem 15, 3411 (1976). 

38. carneo, RJ., Deutsch, HF., Belnert, H. end Onne-Johnson, WH. SOme Propertles or an 
Apoceruloplnsmln-llke Proteln In Human Serum. J Blol. Chem 244, 4141 (1969). 

39. Holtzman, NA. end Gaumnltz, BM. ldenttficatlon of en Apoceruloplasmln-llke Substance In the 
Plasma of Copper-deflclen1 Rats. J Blol. Chem 246, 2350 (1970). 

40. Kasper, ce., Oeutsch, HF. and Belnert, H. Studles on the stete of Copper In Natlve and Modifled 
Human ceruloplasmln. J Blol. Chem 238, 2338 (1963). 

41. KJngston, IB., Klngston, BL. and Putnam, FW. Chemlcal Evkience lhat Proteolylic Cleavage 
Causes the Heterogenelty Present In Human Ceruloptasmln Preparatlons. Proc Natl. Acad. 5cl 74, 
5377 (1977). 

42. Moshkov, KA., Lakatos, S., Hajdu, J. et al. Proteolysls of Human Cerulopfasmln. Sorne Peptlde 
8onds are Partlcularty Susceptible to Protcolyllc Allack. Eur J Blochem 94, 127 (1979). 

43. Sato, M.. Schllsky, ML, Stockert, RJ., et al. Detectlon of Mulllple Forms of Human 
C8ruloplasmln. A novel M,200,000 form. J Blol. Chem 265, 2533 (1990). 

44. Takahashl, N., eaumen, RA., Ortel, TL. et al. Interna! Tripllcatlon In the strudure of Human 
ceruloplasmln. Proc Natl. Acad. Sel 80, 115 (1963). 

45. Takahashl, N., Ortel, TL and Putnam, FW. Single-chaln Strudure or Human Ceruloplasmln: The 
Complete Amlnoacld 5equ"'1ce of lhe Whole Molecule. Proc Natl. A-. Sel 81, 390 (1964). 

48. Klngston, IB., KJngston, 8L and Putnam, FW. complote Amino Acld 5equence of a Hlslldlne
Rlch Proteolytlc Fragment of Human Ceruloplasmln. Proa Na//. Acad. Sc/78, 1ee8 (1979). 

47. Owulot, FE. and Putnam, FW. lntemal Dupllcatlon end Evolutlon of Human caruloplasrnln. Proc 
Na//. Acad. Sel 71, 2805 (1961). 

48. Klngston, 18., Klngston, 8L. and Putnam, FW. Pr1mary Structura of a Hlslldlne-rtch Proteolyllc 
Fragment of Human Cen.doplasmln. l. Amino Acid Sequence or the Cyanogen Bromlde Peplldes. J 
Blo/. C"""1255, 2678 (1980). 

49. Klngston, 18., Klngston, BL. ond Putnam, FW. Pr1mary Slructure of a Hlslldlne-rtch Proteolyllc 
Fragment of Human C8ruloplasmln. 11. Amino Acld 5equence of !he Tryptlc Peptldes. J Blo/. Chem 
258, 2686 (1980). 

SO. Jamieson, GA. Studles on Glycoprotelns. l. The Carbohydrate Portian of Human C8ruloplasmln. 
J Blof. Cham 240, 2019 (1965). 

51. Bonaccorsl di Pattl, MC., Musci, G., Glartoslo, A .. et 81. Tha Muttl¡lomaln Structure of 
C8ruloplasmln from Calor1metrtc and Umtted Proleolysis Sludles. J Blol. Chem 211, 21016 (1SKIO). 

52. Mukasa, H., Nosoh, Y. and Sato, T. Reversible Dlssoclallon of Pordne Ceruloplasmln lnto 
Subuntts. Blochlm Blophys Acta 1&8, 483 (1968). 

53. Calabresa, L, Malatesta, F. and Barre, D. Puriflcatton and propertles of bovlne caeruloplasmln. 
Blochem J 1n, ee1 (1961). 

52 



54. Manolls. A. and Cox. DW. Puriflcation of rat ceruloplasmJn: charactertzaUon and comparison with 
humenoeruloplesmln. PrepBlodlem10.121 (1980). 

55. Calabresa, L, Capuozzo, E., Galtleri, A. and Bellocco, E. Sheep Ceruloplasmln: lsolatlon and 
Cherederizetlon. Mol Cal/ Sloch•m 51. 129 (1983). 

56. Calabresa, L., Mateescu, MA., Carbonara, M. and Mondovl, B. Reexamlnatlon of Spectroscoplc 
Propertles of Ceruk>plasmln Freshl)' lsolated wlth a Novel Very Rapfd Slngle-step Procedure. Bloch 
/n/eme/111, 199 (1988). 

57. Medda, R., Cara, N. and Floris, G. Horse Plasma ceru1oplasmln Molecular Welght and Subunlt 
Anelysls. Prop Bloc/J 17, 447 (1987). 

58. Starcher, e and Hlll, CH. lsolatlon and characterization of lnduced ceruloplasmln trom chlcken 
serum. Bloc/J/m Blophys Acla 127, 400 (1966). 

59. Olsllvestro, RA. end Harrls EO. Puriflcatlon end partlal characterizatlon of ceruloplasmln from 
chlcken serum. Atth Bloc/Jem Blophys 241, 438.(1985). 

60. Hllewlcz-Grebske, M. Zglrskl, A, KmJewskl, T. end Plonka, A. Puriflcallon end partlel cherederl
zellon of goose oeruloplasmln. Arch Blodlem Blophys 260, 16 (1986). 

81. Muscl, G., Carbonero, M., Adrianl, A. et al. Unusual Stablllty of a Reptlllan Ceruloplasmln. An:h 
8kx:hem Blophys 279, 8 (1990). 

62. Evans, GW. and Weldoranders, RE. Pltultary~ Adrenal Regulatlon of Cerulopfesmln. Nat1Jf8 216, 
786 (1967). 

83. Evans, GW., COmatzer, NF. and Comatzer, WE. Mechanlsms for Hormone-lnduced Atteratlons 
In serum Ceruloplasmln. Am J l'tlys/o/ 211, 613 (1970). 

&4. Evans, GW., Myron, DR., COmatzer, NF. and Comatzer, WE. Age-dependent AtteraUOns In 
Hepellc Subcellular COpper Dlstribullon end Plasma Ceruloplesmln. Am J Pllyslo/ 211, 298 (1970). 

65. Evans, GW., Majoro, PF. and Coma1zer, WE. lndudlon of Ceruloplasmln Synthesls by Copper. 
Blochem Blophys Res commun 41, 1120 (1970). 

66. Young, SN. and Curzon, G. Neonatal Human Caeruloplasmln. Bloc/J/m B/ophys Acla 338, 308 
(1974). 

87. Salmenpera, L., Perheentupa, J., Pakarinen, P and Sil mes, MA. Cu Nutrttlon In lnfants Ouring 
Prolonged Exclusive Breast-Feedlng: Low lntake but Rlslng Serum Concentratlons of Cu and 
Ceruloplasmln. Am J Clln Nutr 43, 251 (1986). 

68. Chang, IC., Mllholland, OC. and Matrona, G. Controlllng F&dOIS In the Development Of 
Ceruloplasmln In Plgs During theneonetel·Growlh Period. J Nutr10I, 1343 (1978). 

69. Bell, JU., López, JM. and Bartos, KD. The Postnatal Development of Serum Zinc, COpper ami 
Ceruloplasmln In the Horse. CDmp /l/ochem Pllyslo/ 17A, 561 (1987). 

70. Flemlng, RE. and Gttlln, JO. Primary Struduro of Rat Ceruloplasmln and Analysls of Ttssue
speclflc Gene Exoresslon during Development. J B!ol. Chem 261, 7701 (1990). 

53 



71. Gaitskhokl, VS., Voronlne, OV., Denezhklne, W. et al. Expresslon of CeruloplasmJn Gene In 
Vartous Organs of tho Rat. Blokh!"'lys 66, 927 (1990). 

72. Galtskhokl, VS., L 'Vov, VM., Monakhov, NK., et al. lnlracellular OlstrfbuUon of Ret-Uvcr 
Polyrtbosomes Syntheslzlng COeruloptasmln. éur J Bloch 115, 39 (1981). 

73. Seto, M. and Gltlln, JO. Mechanlsms of Copper lncorporatlon During the Blosynthesls of Human 
Ceruloplasmln. J Blof. Chom 266, 5128 (1991). 

74. McArdle, HJ., Mercar, JF., Sergeson, AM. and Danks, OM. Effects of Celluler Copper Content on 
COpper Uplake and Metallothioneln and Ceruloptesmln mRNA Levels In Mouse Hepalocytss. J Nu/r 
120, 1370 (1990). 

75. Kalaoka, M. and Tavassoli, M. Ceruloplasmln Receptors In Uver Cell Suspenslons are Umlted to 
the Endothellum. Exp. Ce// Res 155, 232 (1984). 

76. Tavasso\I, M., Klshlmoto, T. and Kataoka, M. Uver Endothellum Mediales Hepetocyte's Uptake 
of Ceruloptasmln. J CoH Blof. 102, 1298 (1986). 

77. lr1e, S. and Tavessoll, M. Uver Endothellum Oeslalates Ceruloplasmln. Blochem Blophys Res 
commun 140, 94 (1988). 

78. Ornato, E. end Tavassoll. M. The Role of Endosomal Trame In the Transendothellal Transport of 
Ceruloptasmln In the Uver. B/ochem Blophys Res COmmun 162, 1346 (1989). 

79. <;>moto, E. and Tavassoll, M. Purificallon end Partlel Charactorlzatlon of Ceruloplasmln 
Receplors from Rat Uver Endothelium. Atr;h B/ochom B/ophys 282, 34 (1990). 

80. Bames, G. and Frleden, E. ceruloptasmln Receptora of Erytluocytes. 8/octrem Blophys Ros 
Commun 125, 157 (1984). 

81. Din!, L., Carbonara, M. Musci, G. and Calabrese, L. The lnteractlon of Ceruloplasmln wlth 
Kupfler Cells. éur J CeB Blof. 52, 207 (1990). 

82. Stevens, MO., DISllvestro, RA. and Han1s, EO. Speclflc Receptor far Ceruloplasmln In 
Membrano Fragments from Aortlc and Hoart Tissues. 8/octrem 23, 261 (1984). 

83. Saenko, EL., Besevlch, W. and Yaropolov, Al. Pecullarttfes ar the lnterectlon of Ceruloplasmln 
wlth lhe Speclflc Receptor of Human Ery1hrocytes. ll/okhlm/ya 53, 317 (1988). 

84. Messerschmldt, A. and Huber, R. The Blue Oxidases, Ascorbate OxldE;tse, Lacease ami 
COruloptasmln.EurJB/ochem117,341 (1990). 

85. Vasll'ev, VB., Nelfakh, SA., Rusakov. o\1., et al. Specttal lnvestlgatlon on the Mechanlsm of 
Oxidase Actlvlty of Ceruloptasmln. B/okhlm/ya 53, 820 (1986). 

86. Calabresa, L., Carbonero, M. end Muscl, G. Presence ot COupled Trlnucleer Copper Cluster In 
Mammallan Ceruloptasmln Is Essentlal for Efflclent Eloctron Transfer to Oxygen. J Blol. Chom 264, 
6183 (1989). 

87. Nylén, u. and Pettersson, G. Tho Effect of Dlethylpyrocart>onale on Sorne Physlcal and 
Chemlcal Propertles of Ceruloplesmln. éur J B/ochem 27, 578 (1972). 

54 



88. GunnaJSSOn, PO., Nylén, U. and Pettersson, G. Effect of pH on Eledron·Paramagnellc 
Resonance Spectra or Ceruloplasmln. Eur J ll/Oehem 37, 47 (1973). 

89. Calabresa, L. and Carbonero, M. An E.P.R. Study of the Non.Equlvalenca of lhe Copper Sitas of 
Caeruloplasmln. B/oehem J 2:11, 291 (1988). 

90. Veldsems, A. end Ven Gelder, BF. The Ratio of Type-1 and -2 Cu(ll) In Human Ceruloplesmln. 
B/oChlm Blophys Acta 213, 322 (1973). 

91. Cuizon, G. Elfect of Chymolrypsln on Caeruloplasmln. Naturo 181, 115 (1956). 

92. Alsen, P. Physlcal and Chamloal studles on CarJloplasmln. 111. A stablllzlng Copper-Copper 
lnteracllon In Ceruloplasmln. J B/o/. Chem 240, 1974 (1965). 

93. Blumberg, WE. and Elslnger, J. Physlcal end Chemlcal Studles on Ceruloplasmln. l. The 
Ralatlon Balw9en Blue Color and lhe Valence of Copper. J Blol. Chem 238, 1675 (1963). 

fM. Gunnarsson, PO., Nylén, U. end PettefSSOn, G. lnhlbitlon of Ceruloplasmln by lnorganlc Anlons. 
EirJ Blochem27, 572 (1972). 

95. Byers, W., Cuizon, G. Garbetl, K. el al. Anlon-Blndlng end lhe Siete of Copper In 
Ceeruloplasmln. B/Oclr/m Blophys Acta 310, 36 (1973). · 

96. Curzon, G. An lnvestlgatlon of the Decolortzatlon of Caeruloplasmln by Acfd. Blochem J 97, 151 
(1965). 

97. cuizon., G. The lnhlblllon or Caeruloplasmln by Azlde, ll/Oehem J 100, 295 (1966). 

96. Cuizon, G. end Speyer, BE. lnhlbllors of Caeruloplasmln. B/oehem J 108, 243 (1967). 

1111. Speyer, BE. and Cuizon, G. Tho lnhlbltlon or Caeruloplasmln by Cyankfe. ll/Oehem J 106, 905 
(1966). 

100. Rydén, L Human Ceruloplasmln as a Polymorphlc Glycoproteln. Anelysls by Chromalography 
on Hydroxyapatlte. tnt. J Pro/ Res 111, 131 (1971). 

101. Huber, CT. and Frteden, E. Substrato Actlvallon and lhe Klnatlcs or Fem>xkfase. J Blol. Chem 
246, 3973 (1970). 

102. Moren, AG. and Schelnber¡¡, IH. Preparallon o! en Apoproleln from Ceruloplasmln by 
Reversible Olssocfatlon of Copper. Sclence 127, 566 (1956). 

103. Holtzmen, NA. and Gaumnltz, BM. studles on the Rata of Release and Tumover of 
Ceruloplasmln and Apoceruloplasmln In Ret Plasma. J Blol. Chem 246, 2354 (1970). 

104. Cartwnght, GE.. Martu>wltz, H., Shlelds, GS. and Wlntrobe, MM. Studles on COpper 
Metabollsm. XXIX. A Crttlcal Anllysis of serum Copper and Caruloplasmln concemr.tions In Nonnal 
Subjeds, Patlents wlth Wllson's Dlsease and Relativos of Pallents wllh Wllson's Dlsease. Am J Med. 
21, 555 (1960). 

105. Wang, H., Koschlnsky, M. and Hamerton, JL. Locallzallon or lhe Processed Gene for Human 
Caruloplasmln to Chromosome Reglen 8q21.23-q23.1 by In sllu Hybrtdlzatlon. Cyfogell8t ceg Genot 
47, 230 (1988). 

55 



106. Yang, F., Lum, JB., McGlll, JR. et al. Human Transfenin: CONA Charactertzetlon and 
Chromosomal Locallzallon. Proa Natl. Acad. Sel 81, 2752 (1984). 

107. Yang, F .. Naylor, SL., Lum, JB. et al. Characterizatlon, Mapplng, end Expresslon of the Humen 
Ceruloplasmin Gene. Proa Nat/. Acad. Se/ 83, 3257 (1986). 

106. Mercer, JFB. and Grimas, A. lsolatlon of e Human Cerulaplasmln CONA Clone that lnciudes the 
N-tennlnal Leader Sequenco. FEBS Lett 203, 165 (1986). 

109. Yang, F., Friedrfchs, WE., Cupples, RL et al. Human Ceruloplasmln. Tlssult6Speciflc 
Exprasslon ofTnmsaipts Produced by Attemallve Sptlclng. J Blol. Chem Hll, 10780 (1990). 

110. Koschlnsky, ML, Chow, BKC., Schwartz, J., Hamerton, JL. and MaoGllllvray, RTA. lsolatlon 
and Charactertzatlon of a Processed Gene for Human Cerulop!asmln. Biochem 26, 7760 (1967). 

111. Prozorovskl, VN., RoshkovetskJ, LG., Shavlovskl, MM., Vaslllev, V. and Nelfakh, SA. Evldence 
thal Human ceruloplasmln molecule conslsts of Homologous Parts. lnt. J Peptldo Proteln Res 19, 40 
(1962). 

112. Gennann, UA. and Lerch, K. lsolation and Partlal Nucleotlde Sequence of lhe Lacease Gene 
from Ne11Dspora crassa: Amino acid 5equence Homology of the Proteln to Human Ceruloplasmln. 
Proa N•tl. Acad. Se/ 83, 6654 (1086). 

113. Kane, WH. end Davle, EW. Clonlng of a CONA Coding for Human Factor V, a Bloocl 
Coagulation Factor Homologous to Fador VIII and Ceruloplasmln. Proc Natl. Acad. Sel 13, 6800 
(1986). 

114. Church, WR., JemJgan, Rl., Toole, J. at si. Coagulatlon Fedors V and VIII and Ceruloplasmln 
ConstHute a Famlly of strudurally Related Prolelns. Proc NBll. Acacl. Sel 81, 6934 (1984). 

115. Thomas, T. and Schrelber, G. The Expresslon of Genes Cocllng for Positivo Acute-Phaso 
Protelns In lhe Roprodudlve Trad of !he Female Rat. FEBS lolf 243, 361 (1989). 

116. Aldred, AR., Grimes, A., SChrelber, G. and Mercer, JFB. Rat Ceruloplasmln. J Blof. Chem 262, 
2675 (1987). 

117. Young, SN. and Curzon, G. A Method far Obtalnlng Linear Reciproca! Plots wtth 
Caeruloplasmln and lls Appllcatlon In a study of the Klnetlc Parameters of Caoruloplasmln 
Substratos. Blocllem J 129, 273 (1972). 

118. Gunnarsson, PO., Nylén, U. and Pettersson, G. Klnetlcs of the lnteractlon between 
Ceruloplasmln and Reduclng Substratos. EurJ Blochem 37, 41 (1973). 

119. Saenko, EL, Slverina, OB. and Basevlch, W. Klnetlc study of Oxidase Reactlon of 
Ceruloptasmln. B/okhlmlya 11, 876 (1968). 

120. Pettersson, G. Electronlc Charader1stlcs of Substratos for Ceruloplasmln. Acta Chem SCand 
24, 1838 (1970). 

121. Levlne, WG. and Peisach, J. studles on the Substrato Speciflctty of Ceruloplasmln. Slochlm 
B/ophys Acta 63, 528 (1962). 

56 



123. Levlne, WG. and Pelsach, J. Ethylenedlamlnetetraacetale, lron and Ceruloplasmln Adlvity. 
B/oChlm Blophys Acta 77, 802 (1963). 

124. Pelsach, J. and Levlne, WG. On the Mechanlsm of Ceruloplasmln-Catalyzed Oxldetlons. 
B/oclllm Blop/lys Acta 77, 615 (1963). 

125. Paulsson, LE. and Pettersson, G. Stabillty of Oxldatlon Proclucts of Olmethyl-p-phenylenedia
mlne. Acta Chem Scancl 23, 2727 (1969), 

126. Pettorsson, G. A Modal far the Cerulaplasmln Ca!alyzed Oxldallan of Olmethyl-p-
phenylenedlamlne. Acta Chem Scancl 23, 2317 (1969). · 

127. Rice, EW. Standardlzellon of Ceruloplasmln Adivtty In Tenns of lntematlanal Enzyme Untts. 
Anal Blochem 3, 452 (1962). 

128. Slverino, OB., Basevlch, W. and Yaropolov, Al. lnnuence of pH an the Oxidase Actlvtty of 
Ceruloplasmln. Blol<hhnlya &2, 232 (1957). 

129. Gunnarsson, PO. and Pettersson, G. lnhlbUlon of Ceruloplasmln by Unsatureted and Aromatlc 
Ce!boxytlc Aclds. Eur J Blochem 27, 564 (1972). 

130. Kelleher, CA. and Masan, J. Reversible lnhlbltlon af OVlne Ceruloplasmln by Thlomolybdates. 
tnt. J B/ocllem ta, 629 (1956). · 

131. Wlnyard, PG., Hlder, RC., Brallsford, S. et e/, Effects of Oxldatlve Stress on soma 
Physlcochemlcal Propertles ol Ceeruloplasmln. lllochem J 2&8, 435 (t 959). 

132. Lovstad, RA. lnteraCUon or Neocuprolne, 1·10.-Phenanthrollne and 2,2'-0lpyridyl wtth Human 
Ceruloplesmln. lnl. J Blochem 20, 117 (1988). 

133. Lovstad, RA. lnteradlon af Promazlne with Human Ceruloplasmln. lnt. J Blochem 1t, 649 
(1957), 

134. Barrass, BC. and Coutt, OB. Effects of Somo Centrelly Actlng Crugs on Cerutoplasmln. Prog 
Brafn Res 36, 97 (1972). · 

135. Osald, S., McDermatt, JA. and Frleden, E. Proaf far the Ascorbate Oxidase Adlvlty or 
ceruloplesmln. J Blol. Cham 239, 3570 (1964). 

138. Hants, ED. and DISllvestro, RA. COrrelallon ol Lysyl Oxidase Adlvatlon wtth lhe p
Phenylenedlamlne Oxidase Adlvlty (Ceruloplasmln) In Serum. Proc Soc. Exp. Blof. Med. 168, 528 
(1981). 

137. DISllvestro, RA., Bart>er, EF., David, EA. and Couslns, RJ. An Enzyme-Unked 
lmmunoadsort>ent Assay for Rat Ceruloplasmln. Blof, Trace "!"menl Res 17, 1 (1988). 

138. OISllvestro, RA. and Oavkl, EA. Enzyme lmmunoassay far Ceruloplasmln: Appllcatlon to 
Cancer Patlen1 serum. C//n Chlm Acta 1 &a, 287 (1956), 

139. Klm, YS. and Coms, GF. Measurement of Ceruloplasmln In Chlck Plasma by o-Olanlsldlne 
Oxldlllon. Nulr Ros 1, 379 (1988). 

57 



140. Out, TA., Jansen, HM., van Steenwljk, RP., de Nooljer, MJ., van de Graar, EA. an::I 
Zuljdellloudt, FMJ. ELISA of Ceruloplasmln and Alpha 2-Macroglobulln In Palred Bn>nchoalveolar 
Lavage Fluid and Serum Samp!es. Clin Chlm Acte 165, 277 (1997). 

141. Curzon, G. ancl O'Rellly, S. A Coupled lron·Caeruloplasmln Oxldatlon System. Blochem 
B/ophys Res Commun 2, 284 (1960). 

142. Osakl, s., Johnson, DA. and Frieden, E. The Posslble Slgnlncance of the Ferrous Oxidase 
Adivity In Nonnai Human Sorum. J B/ol. Chem 62 241, 2746 (1966). 

143. Levfne, WG. and Pelsach, J. Mechanlsm of lron SUmutaUon of tho Enzymatlc Adlvity of 
Ceruloplesmin. Nature 207, 406 (1965). 

144. McDermott, JA., Huber, CT., Osakl, S. and Frfeden, E. Role of lron In the Oxidase Adlvity of 
Ceruioplasmln. Blochlm Blophys Acta 151, 541 (1968). 

145, Osakl, s. and Johnson, DA. MoblUzaUon of Uver lron by Ferroxldase (Ceruloplasmln). J B/ol. 
Chem 244, 5757 (1969). 

146. Ragan, HA .• Nacht, s., Leo, GR. et al. Effoct of Ceruloplasmln on Plasma lron In COpperª 
oemclont Swino. AmJ Phys/ol217, 1320 (1969). 

147. Roeser, HP., Lee, GR., Nacht, S. and Cartwrlghl, GE. The Role of Ceruloplasmln In lron 
Metabolism. J CUn lnvest 49, 2408 (1970). 

148. Osakl, S., Johnson, M. and Frieden, E. The Moblllzallon of lron rrom the Perfused Mammallan 
Uver by a Serum COpper Enzymo, Ferroxldase l. J B/ol. Chem 248, 3018 (1971). 

149. Mareschol, JC., Rama. R. and Crtchlon, RR. The Role of Ceruloplasmin In Fe(ili)-Tmnsterrtn 
Fonnatlon In Vltm. FEBS Lett 110, 268 (1980). 

150. Chldambaram, MV., Bames, G. and Frieden, E. Ceruloplasmln and the Readlons Formlng 
DlferrtcTransrerrtn. FEBS Lett 159, 137 (1983). 

151. Beaumler, OL., Caldwell, MA. end Holbeln, BE. lnnemmatlons Tfiggers Hyporerremla and De 
Novo Synthesls of Serum Transfen1n and Ceruloplasmln In Mlce. /nfect lmmun 4', 499 (1984). 

152. Roeser, HP ., Lee, GR. and Cartwrighl, GE. Role of Ceruloplesmln (Plasma Ferroxtctase) In 
Hypoferremla Assoclated wtth Chronlc lnnammaUon and Endotoxln. Proc Soc. Exp. Blol. Med. 142, 
1155 (1973). 

153. Gamler, A., Tosl, L and stelnbuch, M. Ferroxldase 11. The Essentlal Role or Copper In 
EnzymatlcAdivHy. ll/ochem B/op/Jys Res Commun 911, 66 (1961). 

154. Couslns, RJ. Absorptlon, Transport, and Hepalic Metabollsm ol Copper and Zinc: Speclal 
Reterence to Motallothioneln and Ceruloplasmln. Phys/ol Rev 115, 238 (1985). 

155. Al-Tlmini,. DJ. and Donnandy, TL. The inhibttlon of Lipid Autoxldalion by Human 
Caeruloplesmin. B/ochem J 168, 283 (1977). 

158. Goldsteln, IM., Kaplan, HB., Edelson, HS. and Welssmann, G. Ceruloplasmln. A Scavenger of 
Supemxlde Anlon Radlcals. J B/ol Chem 254, 4040 (1979). 



TrSIS 
BE Lfi 

rm DEBE 
O!BUOTEGA 

157. Guttertdge, JM., Richmond, R. and Halllwell, B. Oxygen Free-Radlcals and Upld Poroxldation: 
lnhlbltlon by the Prcteln Caeruloplesmln. FEBS Lelt 112. 269 (1980). 

158. Gutterldge, JMC. Antloxldant Propertles of Caeruloplasmln Towards lron- and Copper
Dependenl oxygen Radlcel Fonnallon. FEBS Lett 157, 37 (1983). 

159. Halllwell, B., Aruoma, 01., Wosil, M. end Gutteridge, JMC. The Re3lstance of Transferrin, 
Ladofen1n encl Ceruloplasmln to Oxldatlve Oomego. Blochem J256, 311 (1988). 

160. Catfrey, JM., Shinn, RE. and Frelden, E. Electron Transfer Between Heme Prolelns and 
Ceruloptasmln. B/Oehem Blophys Res Commun 1&9, 482 (1989), 

161. Samokyseyn, VM., Mlller, DM., Relf, DW. and Aust, SO. lnhlbltlon of Supercxlde end Fenttln
dependent Llpld PercxldeUon by Ceruloplasmln. J Blof. Chem 254, 21 (1989). 

162. Vasll'ev, VB., Kachur1n, AM. and Soroka, NV. OlsmutaUon of Superoxkfe Radlcals by 
Ceruloplasmln: Detells of the Mechenlsm. Blokhlmlya 53, 2051 (1968), 

163. Lovstad, RA. Catecholamlne Stlmulatlon of COpper Dependent Haemotysls: Protectlve Actlon 
of Superoxlde Dlsmutase, Catalase, Hydroxyl Radical SCBvengers and Serum Protelns 
(Ceruloplesmln, Albumln and Apotmnslerrin). Acle Phsm1acol et Toxico/ 54, 340 (1984). 

164. Saenko, EL., Skorobogat, OV. and Yeropolov, Al. The Protecllve Effect of Normal and 
Pathologlcal (Wllson Olsease) Ceruloplasmlns on Human Erythrocytes. Blochem tntematl 20, 463 
(1990). 

165. Lovsted, RA. Copper Catalyzed Oxldatlon or Ascorbate (Vrtamln C), lnhlbltory Effed of 
Catalase, Superoxide Dlsmutase, serum Protelns (Ceruloplasmln, Albumln, Apotransfen1n) and 
Amino Aclds. fnf. J B/ochem 19, 309 (1987). 

166. Lovstad, RA. Fatty Acid lnduced Hemolysis. ProtecUve Adlon of Ceruloplasmln, Albumlns, 
Thlols and Vltamln C. fnt. J Blocllem 18, n1 (1968). 

167. Couslns, RJ. and Swen:tel, MR. Ceruloplasmln and Metallothloneln lnductlon by Zinc and 13-
cls-Rellnolc Acld In Rets wllh Adjuven1 lnflemmeUon. Proc SOC. Exp. Blof. Med. 179, 168 (1985), 

168. Stemlleb, l., Morell, AG., Tucker, WD. et el. Tho lncorporatlon of Copper lnto Ceruloplasmln In 
Vivo: Studles wlth Coppe,64 and Coppes67. J cnn fnvest ~. 1834 (1961). 

169. Hsleh, HS. and Frieden E. Evldence for ceruloplasmln as a Copper Transport Protein. Blochem 
Blophys Res COmmun 67, 1326 (1975). 

170. Laurfe, SH. and Pratt, DE. Copper-Albumln: What Is lts Functlonal Role? Blochem Blophys Re;· 
commun ns, 1064 (1986). 

171. Scheclllnger,T., Hertmann, HJ. and Weser. U. Copper Tmnsport fmm Cu(l)-thloneln lnlo Apo
caeruloplasmln Medlated by Actlvated Leucocytes. BJodJem J 240, 281 (1968). 

172. Orene, SJ., Goode, CA. and Under. MC. Blndlng and Upleke of Copper from Ceruloplasmln. 
Blochom Blophys Ras Commun 131, 822 (1986). 

173. Percival, SS. and Harris, EO. Copper Transport from Ceruloplasmln: Charadertzation of the 
Cellular Uplake Mecllanlsm. Am J Ptlyslo/ 258, C140 (19911). 

59 



174. Cempboll, CH., Brown, R. end Under, MC. Clrculetlng Ceruloplasmln ls an lmportant source of 
Copper for Normal and Mallgnant Animal cens. B/Oehlm B/ophys Acta 678, 27 (1981). 

175. Darwlsh, HM., Cheney, JC., Schmitt, R. and Ettlnger, MJ. Moblllzatlon of Copper(ll) from 
Plasma COmponents and Mechanlsm of Hepatlc Coppor Transport. Am J Phys/ol 246, G72 (1984). 

178. Semsel, l. Effects of Age and Turpentlne--lnduced lnnemmation on the Activlty of Ceruloplasmln 
from Blood of CFY Rats. Gerontology 37, 199 (1991). 

177. Welner, AL. end Couslns, RJ. Hormonally Produced Changos In Caeruloplasmln Synthesls and 
SCcretlon In Pr1mary Cullured Rat Hepotocytes. B/oehem J 212, 297 (1983). 

178, Ferrarl, RP .. Paradlsi, L. and Ton1elll, M. Changos of Serum lron Transfenin end COpper 
Ceruloplasmln In Rets Glven Cu(lt)2 (Acetylsallcylate)4 During Acule lnnammatlon. AntJcBncer Ros 
9, 771 (1989). 

179. Sugawara, N. and Sugawam, C. Relatlonshlp Between Ceruloplosmln and Cu Status lnvolvlng 
Metallothloneln tnduced by Severa! Heevy Metels In the Mouse. Arch Toxicol 59, 432 (1967). 

160. OISilvestro, RA. lnnuence of Olotary Copper, Copper lnjectlons and lnflammatlon on Rat Serum 
Ceruloplasmln Actlvtty Levels. Nutr Ros 10, 355 (1990). 

181. OISl\vestro, RA. Effects or Ascorblc Acld and lnfla.mmatlon on Coruloplasmln Actlvlty Levels In 
Guinea Plgs. Nutr Ros 6, 1009 (1986). 

182. Barbar, EF. end Couslns. RJ. tnductlon of Ccruloplosmln Synthesls by Retlnolc Acld In Rats: 
tnfluence of Oletary Copper and Vttamln A Status. J Nutr117, 1615 (1987). 

183. Jacob, RA., SkalR, JH., Omaye, ST. and Tumlund, JR. Etfect of Varylng Ascorblo Aold lntakes 
on Copper Absorptlon and Ceruloplesmln Levels of Young Men. J Nutr117, 2109 (1967). 

184. OO'M:ly, RP. and Oohm, GL. Effect of Tralnlng and Exerclse on Serum Ceruloplasmln In Ret. 
Proc Soc. Exp. B/o/. Med. 139, 489 (1972). 

165. Barber, EF. and Couslns, RJ. lnterleukl~1~Stimuleled lnductlon of Ceruloplasmln Synthesls In 
Normal Bnd Copper-Deffiolent Rats. J Nutr 118, 375 (1966). 

166. Pekerek, RS., Powanda, MC. end Wannemacher, RW. The Effect of Leukocytlc Endogenous 
Mediator (LEM) on Serum Copper and CeruloplasmJn Concentratlon In the Rat. Proc Soc. Exp. Blol. 
Med.141, 1029 (1972), 

187. DISllvestro, RA. Plasma Levels of lmmunoreadlve Ceruloplasmln end other Acote Phase 
Protelns Duñng LactaUon. Proc SOC. Exp. B/OI. Med. 183, 257 (1986). 

188. Czaja, MJ., Welner, FR., SChwarzenberg, SJ. et al. Molecular studles of Ceruloplasmln 
Doficiency In Wllson's Dlsease. J Ctrn fnvest 80, 1200 (1987). 

189, Fong.Fong Chu and Olden, K. The Expresslon of Cerulop!asmln, an Anglogenlc Glycoproteln, 
by Mouse Embryonlo Flbrobtasts. B/ochem B/ophys Res Comm.126, 15 (1985). 

190. Nelfakh, SA., Galtsl<hokl, VS., Denezhklna, W., Puchkove. LV. end Tlmchenko, LT. 
Comparativo Study of Ceruloplasrnln Btosynthesls In Vartous ceJl-Free Systems. Blokhlmfya 52, 30 
(1987). 

80 



191. Kunapull, SP., Slngh, H .• Slngh, P. and Kumar, A. Ceruloplasmln Gene Expresslon In Human 
CancerCells. Ufe Sc/40, 2225 (1987). • 

192. Del Pr1ncipe, O., Menlchelli, A. and Collstra, c. The ceruloptasmln and Transferrin System In 
Cerebrosplnal Fluid of Acute Leukemla Patlents. Acta Pedlstr Scand 78, 327 (1989). 

193. Galdston, M., Levytska, V., Schwartz, MS. and Magnüson, B. lncreased 6erum Concentrallon 
end lmpalred Antloxldant Actlvlty In Clgarette Smoker.;, and Ablllty to Preven\ Suppresslon of 
Elastase lnhlbitory Cepaclty of Alpha1-Prote\nsse lnh.lbltor. Am Rav Resp(r Dis 129, 258 (1984). 

194. Pacht, ER. and Oavls, \NB. Fellure of Hlgh-Dose Vltamln E to correct Ceruloplasmln 
Ferroxldase Oeflclency In Clgaretle Smokers. Am Rev Resplr D/s 142, 1063 (1990). 

195. Cogen, P., Soyuer, O. snd Tanrlkulu, G. Superoxlde Dismutase end Myeloperoxldase Actlvity In 
Polymorphonuclear Leukocytes, and SONm Cemloptasmln end Copper Levels, in Psortosls. &1t J 
Oermat 120, 239 (1989). 

198. Ono, T., Abe, S. and Voshlda, MC. Heredltary Low Level of Plasma ceruloplasmln In LEC Rets 
Assodated with Spontaneous Oevelopment of Hepatitis and Uver Cancer. Jpn J Canoor Res 82, 468 
(1991). 

197. MaJnero, A., Cruz, C. and Pedraze-Chaverrl, J. Serum and Ur1nory Ceruloplasmln In 
Expertmental Nephrotlc Syndrome. Clln lnvest Med. 16, 295 (1992). 

198. Mertlnez·Medell!n, J., Valdés L6pez, V., Alba Lo\s, L., Becem\, B., Mayan\, H. and Malnero, A. 
A Study of El}1hropo\esls end \ron Metabollsm In \he Ra- /n vivo. l. Charadertzatlon and Um\ts of 
the Physlologlcal Response. Arch lnvest Med. 22, 309 (1991). 

199. Mayan\, H., Alba Lo\s, L. and Martlnez Medell!n, J. Rabblt Erythropolesls Durtng Recovery from 
Chronlc Anaem!a lnduced by Bieed!ng. Arch lnvest Med. 22, 317 (1991). 

200. Velézquez Ocampo, MP. Estudio sobre la carolop/asm/na y su Poslb/a Papel en el Metabolismo 
del Hlem> de Conejos llecllos Andmlcos por San¡¡n>cfo. Tesis de Ucenclatura. Facuttad de Ciencias, 
U.N.A.M. (1984). 

201. Brewer, JM., Pesce, AJ. and Ashworth, RB. Exparimentill Technlquas In Blochomlstry. Prentlce. 
Hall. NowJersey (1974) p 328. 

202, Laemm\I, UK. Cleavage of Strud.ural Protelns Ourtng the Assembly of the Head of 
Badertophaoe T4. NatUt9 227, 680 (1970). 

203. Gabrtel, O. Anelyl\ca\ Disk Gel Eledrophoresls. Melh EnZ)fTIOIXXlt, 565 (1979). 

2ll4. Shade, AL., Oyema, J., Renhart, RW., Mlller RL Bound \ron añ unsaturated \ron-blndlng capao
tty ot serum; rapld and rellable quentltatlve datannlnatlon. Froo Soc. Exp. B."11. M«J. 17, 443 (1954). 

205. Mancl:il, G., carbonara, AO. and Heremans, JF. lmmunochemlcal quantttetlon of anUgens by 
single radlel lmmunod\ffuslon. lmmunochemlsfry 2, 235 (1965). 

206. Curzon, G. sorne propertles ot coupted lron-cerutoplasm!n oxldetlon S)'Slems. Blochem J 79, 
656 (1961). 

81 



208. Huber, c. ol si The inhlbltlon of ferroxldase by trtvalent and other metal lons. J Blol. Chem 245, 
3879 (1970). 

209. Lovstad, R. A comparatlve sludy of the two different activitles of ceruloplasmln In human sera. 
Eur J Blochom 8, 303 (1969). 

210. Zar, JH. Biostatistlcal Analysis. Prentlco Hall lnc. NewJersey. (1984). 

211. Alba lols, L, Mafnero, A., Valdés, v., Benavldes, L. and Martfnez Medellln, J. Erythropolesls 
and iron mclabolism: thelr study In an In vivo system In the rabbit. 11. Oepondence of the response on 
/ron storege end transport. Arch Mcd. Res 23, 7 (1992). 

212. Gttlin, JO, Schroeder, JJ, Lee-Ambrose, LM and Couslns, RJ. Mechanlsms of caeruloplasmln 
blosynthesls In normal and copper-defflclent rats. Blochem J 282, 835 (1992). 

213. Plnhelro, FS, Jorge, SM and Martfnez, FE. Plasma zinc and copper levels In maternal, placen~ 
tal lntervlllous spece and cord blood. Nutr Res 12, 367 (1992). 

214. Valdés López, VM. Estudios sobre Ja dindmlca de fonnaclon de la sangre en conejos hoctros 
ani1mlcos por sangmdo. Tesis de Licenciatura. Facultad de Ciencias, U.N.A.M. (1977). 

215. Gamuno Espinosa, J, Panlagua Sierra, R, Diez Bensussen, S. and A. Ufshitz. Response or se
rum zinc and copper to lnflammatory stlmulation In the mi with chronlc llver damage. Arch lnvest 
Mecl. 22, 289 (1992). 

216. Martincz Medellfn, J et el. Studlas on the rolo of transferrfn In rabbit erythropo/os/s en: The 
Blochemlstry end Physlology of lron. Eds. P. SaHman and J. Hegenauer. Elsevler North Holland. 
New Yor1< p.239 (1982). 

217. Rydén, LG and Hunl, LT. EvolutJon of proteln complexlty: lhe blue copper-contalnlng oxidases 
and reJaled prolelns. J Mo/El'O/ 36, 41 (1993). 

82 


	Portada
	Índice
	Introducción
	Objetivo
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Referencias



