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A N T E C E D E N T E S 

La sangre es un líquido precioso para la vida. De -

ella depende un aporte adecuado de oxígeno y materias nu­

tritivas para las células~ transporta agua y electrolitos, 

con lo que mantiene el volumen de líquido corp~ral y el -

pH. La sangre transporta hormonas y enzimas, con lo que 

participa en la defensa del organismo contra los microor­

ganismos. 

Son múltiples los componentes de la sangre, desde c~ 

lulas de diversos tipos hasta proteínas y metabolieca1. -

todos los cuales tienen un papel específico e importante­

en el rna,ntenimiento de la homeostasis del organismo. Uno 

de los principales elementos que intervienen en la forma­

ción de la sangre en los vertebrados es el hierro, el - -

cual se encuentra unido a una proteína que lo almacena 

llamada ferritina. El hierro almacenado es utilizado en 

gran medida para la síntesis hemoglobina, la proteína en­

cargada del transporte de oxígeno en la sangre. Para que 

el hierro llegue a los sitlos en donde se lleva a cabo -
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la síntesis de hemoglobina, es necesario liberarlo de la­

ferritina y hacerlo disponible para la transferrina, pro­

teína encargada de su transporte. 

El hierro es liberado por la ferritina en forma de -

i6n ferroso, y la transferrina lo transporta en forma de 

i6n férrico: Existe una controversia acerca de la forrna­

en que el hierro es incorporado a la transferrina, ya que, 

mientras algunos autores indican que la ceruloplasmina 

-proteína con actividad de oxidasa- es necesaria para 

oxidar el hierro, previo a su incorporación a la transfe­

rrina, otros mantienen que la presencia de agentes quelan 

tes del hierro como citrato y EIJI'A, así como el oxígeno -

libre, son suficientes para que la oxidación e incorpora­

ción de hierro a la transferrina se iogre en su totalidad. 

Otros autores inclusive afirman que la propia transferri­

na puede funcionar como una ferroxidasa. 

La ceruloplasmina es una metaloenzima que contiene -

cobre. Se estableció que existe una relación entre los -

metabolismos del cobre y del hierro cuando se descubri6 -
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que animales sujetos a una dieta deficiente en cobre des~ 

rrollal:an anemia ferropriva, es decir, anemia por deficien 

cia de hierro. 

El estudio del metabolismo del hierro es de suma im­

portancia para elucidar los mecanismos .de fo.rmación y re­

gulación de la sangre. El laboratorio de Biología Molec~ 

lar de la Facultad de Ciencias, donde se desarrolló el -­

presente trabajo, tiene como objetivos estudiar el metab2 

lismo del hierro y la formaci6n de la sangre, tanto desde 

el punto qe vista molecular como desde el punto de vista­

celular, comprendiendo los mecanismos leuco y eritropoyé­

ticos. Como herramienta de trabajo se ha establecido un­

modelo experimental por medio del cual se induce la ane­

mia a conejos por la remoción diaria de sangre. Esto es­

timula notablemente la eritrop0yesis y permite el análi-­

sis de los cambios que ocurren a nivel celular y molecu-­

lar en el organistoo tratado. 

Uno de los factores limitantes para la elevada pro-­

ducción de eritrocitos es el aporte adecuado de hierro, -
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indispensable para la síntesis de hemoglobina. En el pre­

sente trabajo me he interesado por conocer el comporta--­

rniento de la ceruloplasmina a lo largo de la anemia indu­

cida en el conejo para elucidar el posible papel que jue­

ga esta proteína dentro del metabolismo del hierro. 

A continuación se presenta un resumen general de las 

proteínas que contienen cobre, para hablar después espec_& 

ficarnente de la ceruloplasmina: sus características, su -

actividad catalítica y sus funciones biológicas, en espe­

cial la de movilización de hierro. 



I N T R o D u e e I o N 

I. MEI'ABOLISMO DEL COBRE. 

a.- Importancia del cobre para la vida. 

El cobre es un elemento familiar para nosotros por -

el uso que le ha dado el hombre desde tiempos prehistóri­

cos, sin embargo, no fue sino hasta hace unos doscientos­

años que se descubrió su presencia en la materia viva. 

Sin el cobre, que es un bioelernento, los animales y plan­

tas no existirían: prueba de ello son las zonas de la Ti~ 

rra carentes de cobre disponible que son incapaces de man 

tener la vida animal o vegetal. (l) 

La concentración en que el cobre se encuentra en los 

organismos es mínima -del orden de miligramos para los -

humanos-, sin embargo, su carácter de cofactor de algunas 

enzimas importantes, lo hace indispensable. 

El cobre posee ciertas características químicas que-
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lo hacen efectivo corno agente biológico. Estas son, en -

primer lugar, que forma quelatos muy estables con aminoá­

cidos o proteínas, uniéndose con mayor fuerza que otros -

metales. En segundo lugar, el cobre tiene varios estados 

ae ionización que favorecen sus funciones met·abólicas: -­

puede existir corno átomo libre neutro,.como ión cuproso o 

como cúprico, y puede pasar de un estado de ionización a­

otro por adición o liberación de un electrón, lo cual lo 

hace un magnífico aceptor o donador de electrones. Ade-­

más, los compuestos con el cobre reducido son fácilmente­

oxidados por el oxígeno. del aire, con lo que las enzimas­

reducidas recuperan su función con rapidez. 

b.- Proteínas del cobre. 

Entre las proteínas que contienen cobre como parte -

de su estructura molecular, hay diversidad de funciones:­

algunas lo transportan (ceruloplasrnina), otras lo almace­

nan (metalotioneína), otras actúan en el transporte de -­

oxígeno (hemocianina), y la gran mayoría tiene la función 

enzimática de·oxidasa. 
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El mecanismo por el que actúan las oxidasas varía de 

una enzima a otra, pero la característica común es la re-

ducción del Cu(II) a Cu(I), con la consiguiente remoción-

de electrones al sustrato, que por lo tanto es oxidado. -

El Cu(I), en la mayoría de los casos es reoxidado por 02-

a su forma original de Cu(II). El número de átomos de c2 

bre por molécula de enzima puede ser de 1,2, 4 o máximo 6. 

En la siguiente tabla se enumeran las proteínas del-

cobre más importantes, se menciona su función y el orga--

nismo o tejido en que se encuentran (2-7). 

TABLA I 

PRC7I'EINAS DEL COBRE 

PROTEINA SITIO EN QUE SE ENCUENTRA 

Ceruloplasmina Plasma de vertebrados 

FUNCION 

Ferroxidasa. Oxi 
daci6n aminas -­
biogén icas. Tran~ 
porte de Cobre. 
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Metalotioneína Hígado, riñón, intestino 
de vertebrados. 

Hemocianina 

Citocromo oxi 
dasa. 

Acido ascorbi 
co oxidasa. 

Laccasa· 

Tirosinasa 
(rnonofenol 
monooxige­
nasa) 

Dopamina 13 hi­
droxilasa (Do­
pamina 13 rnono­
oxigenasa) 

Plasma de moluscos y ar­
trópodos. 

Prácticamente todas las­
células aer6bicas. 

Mayoría de plantas. 

Arbol de laca. 

Insectos, plantas, . -­
piel, an irnal, melunoma. 

Glándulas adrenales 

Almacenamiento-­
de Cobre. 

Transporte' de -

º2 

Oxi'dasa terrni-­
nal. 

Oxidasa {de as­
corbato a dehi­
droascorbato) • 

Oxidación de -­
aminas aromáti­
cas y f enoles -
Posible tipo· 
primitivo de ox1 
dasa que prote-­
g ía a aerobios -
tempranos del 
exceso de o2• 

Oxidación de ti­
rosina. Fórrna--­
ci6n de.pigmen-­
tos de la piel. -
(melanina. 

Biosíntesis de -
epinefrina. 
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Plastocianina Algas, hojas verdes 

Azurina 

Galactosa 
oxidasa. 

Amino o:x:i­
dasas. 

Lisil o:x:id.2, 
sas. 

*Superó:x:ido 
dismutasa. 

Bacterias (Bordetella) 

Liquen 

Suero animal, hígado 

Cartílago, aorta, pul­
món, oviducto, piel, -
tejido granulomatoso. 

Hígado, cerebro, eri-­
tro·citos. 

Transferencia de 
electrones en la 
fotosíntesis. 

oxidación de - -
agentes reducto­
res, cisteína -­
GSH. 

Oxidación de ga­
lactosa a galac­
tohexodialdosa. 

Oxidación de ami 
nas y diaminas -
al aldehído co-­
rrespond iente. 
Formación de - -
H202• 

Oxidación de re­
siduos de lisina 
e hidro:x:ilisina­
para terminar la 
síntesis de col.! 
gena y elastina. 

cataliza dismut.2_ 
ción de radicales 
libres superó:x:ido: 
02+02 ~~ 02+H202 

*Se ha acordado dar este nombre unificado a una serie de -
proteínas provenientes de distintos órganos antes llama-­
das hemocupreína, hepatocupreína, eritrocupreína y cere-­
brocupreína, por tener todas la misma función. 
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II. CERULOPLASMINA. CARACTERISTICAS GENERALES. 

Adentrémonos ahora en el estudio de una de las pro-­

teínas del cobre que más controversias ha provocado y que 

es el tema de estudio de este trabajo. Se tr'ata de una -

proteína multifuncional que fué descubierta en 1944 por -

Holmberg y Laurell (B} y que fue nombrada por ellos "ceru­

loplasmina" lo cual significa proteína azul del plasma. 

Esta proteína se encuentra en la fracci6n de OC-2 gl.Q 

bulinas del suero de mamíferos y posee actividad de oxid~ 

sa. 

Entre las principales características moleculares de 

la ceruloplasmina del suero hwnanq tenemos las que se 

muestran en la Tabla II (9-12). 

a.- Estado del cobre en la ·ceruloplasmina. 

Aún no se tienen detalles acerca de la forma en que­

el cobre se une a la cadena proteica, aunque ésta uni6n -
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podría darse con los residuos de cisteína (SH), de histi-

dina· (N) y de rnetionina. Esto se basa únicamente en la -

similitud de secuencias de aminoácidos que muestran la 

azurina y la plastocianina con la ceruloplasmina en la l~ 

calización de estos aminoácidos. En este sitio se une el 

cu(II) tipo 1, el cual es responsable del color azul de -

otras proteínas como ascorbato oxidasa, laccasa, azurina-

y plastocianina y podía serlo en la ceruloplasmina. 

TABLA 

CARACTERISTICA 

Peso molecular 

No. de cadenas 

contenido de cobre 

Estado del cobre por E.P.R. 
(espectro de resonancia pa~ 
ramagnética) 

I I 

VALOR 

132 000 dalton 

l 

0.3± 0.03% (6 áto-­
mos por molécula) 

Tipo 1 CU(II) 2 áto­
mos/molécula. 

Tipo 2 Cu(II) 1 áto­
mo/molécula. 

Tipo 3 Cu(II) 2 áto­
mos/molécula. 

Tipo 4 cu(?) 1 áto-­
mo/molécula. 
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contenido de carbohidrato 

contenido de lípidos 

Coeficiente de extinción: 

E1% a 610 run 
l cm 

pH isol'eléctrico 

Constante de sedimentación 

Movilidad electroforética 

concentración en plasma humano 

Número de residuos de aminoácido 

7-8% 

Hexosa 3%, Fucosa 0.2%, 
Acetilhexosamina 2.4%, 
Ac. siálico 2.4% (9 c~ 
denas/molécula). 

o 

0.69 ± 0.01 

15.0 + 0.4 

4.4 

7.1 ª2ow X io-13cm/seg- . 
dina. 

4.6 a pH 8.6 buffer -­
barbital 

27-39 mg/100 ml. 

1065 

Se ha demostrado (13, 14) que en la· ceruloplasmina -

aproximadamente un 43% de átomos de cobre son detectables 

por E.P.R. (espectro de resonancia paramagnética), y que-

de éstos, dos son del tipo l Cu(II) y uno del tipo 2 Cu -

(II). Los tres átomos de cobre restantes no son detecta-
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bles por EPR, y se postula que dos de ellos son del tipo-

3 y que son el par del spin que se acopla a cu (II) por -

analogía con otras oxidasas azules. El tercer cobre no -

detectable por EPR podría ser del tipo 4 cu(I) o Cu(II) -

que complete el contenido total de cobre (15). 

Generalmente se acepta que sólo cuatro de los átomos 

de cobre son esenciales para el sitio activo, y que uno -

de los del tipo 1 y el del tipo 4 son los menos importan­

tes (10). 

b.- Peso molecular de la ceruloplasrnina. 

En los primeros trabajos de purificaci6n y caracter~ 

zaci6n de ceruloplasmina se reportó un peso molecular ce~ 

cano a 150 000. Sin embargo, en 1969, Magdoff-Fairchild­

(16) reportaron un peso molecular de 132 000 basados en -

estudios de difracción de rayos X en ceruloplasrnina cris­

talizada. usando el método de sedimentación a equilibrio, 

Ryden (17) reportó un peso molecular de 134 000, y se ha­

aceptado un peso de este rango para esta proteína. 
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c.- Estabilidad de la cadena de ceruloplasmina. 

La posibilidad de que la ceruloplasmina estuviera -­

formada por subunidades fue considerada por algunos auto­

res (18), lo mismo que la heterogeneidad de la cerulopla.2_ 

mina en un mismo plasma (19). Sin embargo, en 1971, Ry-­

den (20) demostr6 que los datos anteriores se debían a m~ 

nipulaci6n inadecuada de la proteína durante su purifica­

ción, ya que ésta es susceptible al ataque proteolítico -

de la plasmina, proteína del plasma cuya función es la de 

romper coágulos. 

Las plasmina (21,22) se forma a partir de plasminóg~ 

no, el cual debe ser escindido en un enlace arginina-vali 

na en la porción COOH terminal pa~a dar lugar a dos cade­

nas. El sitio activo de la plasmina contiene serina e -­

histidina, y tiene especificidad semejan.te a la tripsina. 

Rompe o hidroliza proteínas y péptidos en el enlace argi­

nil y lisil peptídico y ésteres de aminoácidos básicos y­

arnidas. 
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Ut.ilizando un inhibidor para esta enzima proteolíti­

ca, el ácido epsilon amino caproico (23), Ryden pudo puri 

ficar a la ceruloplasmina en una sola cadena y en una so­

la variedad. Al incubar esta proteína pura con tripsina­

demostró que se formaban fragm~.ntos similares a los repo~ 

tados en la literatura (17,24). 

Basándose en datos inmunoquímicos, Lowenstein (25),­

propuso que la cadena de ceruloplasmina contiene un enla­

ce peptídico lábil que es roto por la proteasa para for-­

mar dos péptidos enzimáticamente inactivos, con pesos mo­

leculares de 93 000 y 24 000. Después de proteólisis pa~ 

cial, la molécula es aún enzimáticamente activa, posible­

mente debido a que los péptidos se mantienen unidos en su 

configuración nativa por enlaces intracadena no covalen-­

tes. La disociación y pérdida de actividad enzimática 

ocurre cuando estos enlaces secundarios son escindidos 

por tratamientos físicos como la electroforesis y la cro­

matografía. en hidroxiapatita o con sustancias como la - -

urea. 
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c. - Biosíntesis' de la ceruloplasmina. 

La biosíntesis de la ceruloplasmina se lleva a cabo­

en el hígado. El cobre que es ingerido llega a este 6rg~ 

no por medio de complejos albúmina-cobre o histidiana-co­

bre, y aparece posteriorrnente·en la circulación unido a -

ceruloplasrnina en unas 24 horas. No se sabe exactamente­

cómo y cuándo es insertado el cobre en la proteína, pero­

esto ocurre solo en el hígado, ya que si' sale apocerulo-­

plasrnina a la circulación. ésta no es capaz de incorporar 

cobre (26).. una vez que llega a la circulación, la ceru­

loplasmina tiene una vida media de 54 horas en el conejo­

( 27), la cual es corta comparada con la de otras proteí-­

nas del plasma. En ratas se ha estimado una vida media -

de 12 horas, la cual es adecuada ~ proporción a la tasa­

de utilización de cobre por sus tejidos. Se ha demostra­

do que la supervivencia de la ceruloplasmina en el plasma 

depende de que esté intacto su contenido de ácido siálico 

(27). La desialización de la ceruloplasmina con neurami­

nidasa reduce la vida media de la asialoceruloplasmina a­

menos de media hora. 
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e.- Variaci6n en los niveles de ceruloplasmina en el 

plasma. 

La concentraci6n de ceruloplasmina es baja en la ra­

ta neonata, pero se incrementa casi 15 veces hacia la te!: 

cera semana de vida (4), y a partir de entonces aumenta -

gradualmente. De manera similar, la concentraci6n de ce­

ruloplasmina es baja en el nifio recién nacido y aumenta -

en forma marcada en los primeros dos afios de vida. En el 

adulto normal la concentraci6n de ceruloplasmina no varía 

apreciablemente (28). 

En animales normocuprémicos y en los que tienen niv~ 

les elevados pero subt6xicos de cobre hepático, se sinte­

riza y libera ceruloplasmina a la circulación en forma -­

constante, pero cuando la concentración del cobre hepáti­

co alcanza un nivel crítico, la síntesis de esta proteína 

se acelera en respuesta al aumento en la poza de cobre. (9) 

Las hormonas son también importantes reguladoras de­

los niveles de ceruloplasmina en el plasma. Se ha obser-
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vado que los esteroides de las glándulas adrenales incre­

mentan la excreción biliar del cobre, con lo que disminu­

yen la concentración de cobre hepático y con ello la sín­

tesis de ceruloplasrnina. concordantemente con lo.ante--­

rior, los animales adrenalectomizados elevan Significati­

vamente sus niveles de ceruloplasmina, .ya que al haber PQ. 

ca excreción biliar de cobre, la concentración de éste en 

el hígado aumenta (30). La hipofisectomía trae consigo -

resultados sunilares a la adrenalectornía (9), sin embargo, 

la administración de ACTH a ratas hipofisectomizadas, o -

corticoste~ona a animales adrenalectomizados evita el in­

cremento en los niveles de ceruloplasrnina. 

Meyer (31), observa un incremento en la concentra--­

ción de ceruloplasmina en el suer9 de ratas después de la 

administración de epinefrina, lo cual hace pensar en una­

relaci6n entre la hormona y la proteína. · En apoyo a lo -

anterior se ha visto que las ratas adultas elevan su con·­

centración de ceruloplasmina después de estar sujetas al­

stress del ejercicio exhaustivo (32). 
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f.- La ceruloplasmina como proteína reactante de fa­

se aguda. 

Varios investigadores consideran a la ceruloplasmina 

como una proteína reactante de fase aguda (APR}. Gordon­

(33}, menciona que en pacientes sometidos a cirugía menor 

la concentración de ceruloplasmina se eleva en un 24%; -­

sin embargo, aclara que se ha demostrado que la concentr~ 

ción de la gran mayoría de proteínas del plasma se incre­

menta por trauma en mayor o menor grado, y que, por lo -­

tanto, no se puede trazar una línea divisoria entre las -

proteínas de fase aguda y las que no lo son. 

III. LA ACTIVIDAD CATALITICA DE LA CERULOPLASMINA. 

vamos a analizar ahora la capacidad de 1a cerulopla~ 

mina para actuar como oxidasa, mencionando los distintos­

sustratos que puede atacar. 

Me Derrnott (34}, propuso 3 grupos prin.cipales de sus 
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tratos para describir la acción de oxidasa de la cerulo-­

plasmina: 

1.- Fe (II), el sustrato con la mayor Vmax y menor Km. 

2.- un extenso grupo de aminas aromáticas y fenoles­

que no dependen de trazas de iones de hierro para su acti 

vidad. Este grupo incluye a la epinefrina (adrenalina),­

norepinefrina (noradrenalina), 5-hidroxiindoles (serotoni 

na), fenotiazinas, dopamina y fenildiaminas. 

3.- Agentes reductores que pueden reducir rápidamen­

te a Fe (III) como ascorbato, tioglicolato, cisteína, fe­

rrocianato y DOPA. Estos compuestos no son directarnente­

oxidados por la enzima, sino por IJllª reacción acoplada 

Fe-Ceruloplasmina. 

En la figura 1 se muestran.los tres tipos de reac--­

ción: 



FIGURA 1 

Grupo 1 

Grupo 2 

Grupo 3 
a) 

b) 
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Fe cu> X cp-cu (n>X H2o 
Fe (III) Cp-Cu (I) . º2 

Aminas aromáticas, X Cp-Cu(II)x H20 
fenoles. 

Productos oxidados Cp-Cu(¡) 02 

Agentes reductores X Fe (III)xcp-Cu-(I) º2 

Productos oxidados Fe (II) Cp-cu (I~~a2o 
Agentes reductoresx DPD+ X 
NADH, ascorbato 

Producto oxidado, DPD 
NAD+, dehidroasco~ 
bato 

Cp-CU (I)y02 . 

cp-cu ( II f\i
2 
o 

Abreviaturas: Cp= ceruloplasmiha. DPD= dirnetilparafenilen­
diamina. 

DPD+= dimetilparafenilendiamina oxidada. 

Basándose en la función de ferroxidasa, se propuso -

que el nombre de la enzima se cambiara a Ferro-o2-oxido-­

rreductasa, y la Unión Internacional de Bioquímica le - -
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asign6 el número EC 1.16.3.1, aunque se ha conservado el­

nombre de ceruloplasrnina por ser más familiar para todos. 

a.- Actividad de ferroxidasa. 

Analizaremos la primera reacci6n que se describe en­

la figura 1, considerada como la más importante ya que 

tiene implicaciones biológicas de relevancia que serán 

discutidas más adelante. 

Osaki et al (35), .estudiaron la oxidación de Fe (II) 

a pH 7.35 y con diferentes concentraciones de o2) que si­

mulan las condiciones fisiológicas del suero humano. En­

contraron que la olddación del Fe (II) por ceruloplasmina 

es de orden cero con respecto al oxígeno (10 a 200 µM), -

mientras que la oxidación no enzimática es de primer or-­

den. (Figura 2) 

Esto demuestra que, en las condiciones en que normal 

mente hay salida de Fe (II) que debe ser oxidado a Fe 

(III) para in'corporarse a la transferrina, la oxidación -
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enzimática es independiente de la concentración de o2 del 

medio y es unas 5 veces más rápida que la no enzimática. 

FIGURA 2 

En la gráfica se aprecia el efecto de la ·concentra--

ci6n de oxigeno sobre la tasa de oxidación enzimática <•> 
y no enzimática (•) de Fe (II) a 30°C. El consumo de 
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oxígeno por minuto está graficado contra varias concentrs. 

cianea de oxígeno. La mezcla de incubación contenía 70 -

pM de sulfato ferroso de amonio en buffer de fosfatos - -

0.0133 M pH 7.35 con o sin ceruloplasmina. La parte som­

breada de la figura indica el rango de concentraci6n de -

oxígeno en la vena humana (mínimo) y ar~eria · (máximo). T.!2, 

mado de Osaki et al (35). 

Estudios posteriores de la cinética de la reacción -

de ferroxidasa mostraban dos valores diferentes de ron pa­

ra una sola molécula de enzima, lo cual condujo a la idea 

de que había dos sitios activos en ésta (36). 

Exparimentos desarrollados por Huber (37) demostra-­

ron que hay un solo sitio activo~ y que hay un mecanismo­

de activaci6n por el sustrato, es decir, que el Fe (II) -

se une a la molécula de enzima y la convierte en enzima -

activada. 

Huber (38), investigó también el efecto de cationes­

en la actividad de ferroxidasa y encontró en general que 
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los divalentes la aumentan y los trivalentes la inhiben. 

b.- Sustancias con posible actividad de ferroxidasa. 

Se ha propuesto que la ceruloplasrnina no es la única 

proteína del suero con actividad de ferroxidasa. 

Ferroxidasa II. 

En 1970, Topham (39), aisl6 por primera vez una pro­

teína del suero a la que llamó ferroxidasa II y que difi~ 

re de la ceruloplasrnina en que su color es amarillo y no­

azul, además de no ser inhibida por azida y no tener act! 

vidad con parafenilendiamina. Esta proteína parece tener 

un peso molecular mayor a 800 000 y 12 nmoles de cobre -­

por miligramo de proteína. 

Existe controversia con respecto a la actividad de -

ferroxidasa de esta proteína, ya que Sexton (10) ·sugiere­

q11e sea una beta lipoproteína peroxidada cuyo poder redu~ 

tor hacia Fe (II) es inducido durante su aislamiento y a! 
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macenamiento, mientras que Garnier (40) compara la activJ:. 

dad de Ferroxidasa II con lecitina peroxidada y demuestra 

que la primera es cuatro veces más activa. 

Quelantes del hierro. 

Existen algunos agentes que también parecen tener un 

papel importante en la oxidación de Fe (II), corno el ci--

trato, apotransferrina y apoferritina. 

Lee (41), reporta al citrato como un factor con ac-

tividad de ferroxidasa que puede llevar a cabo aproxima~ 

mente un 15% de la actividad de ferroxidasa en el suero -

humano normal· y un 10(}>/o en suero con bajos ni veles de ce~ 

ruloplasmina (enfermedad de Wilson). 

Bates (42) , considera que la aEQtransferrina, en pr~ 

sencia de HCO'j y º2 es capaz de facilitar la oxidación-

de Fe (II) con la formación de Fe 3+ 2--Transferrrina-co3 • 

El propone una forma intermedia de Fe2~~Transfer~ina-~oi-

que es susceptible a oxidación por o2 y menciona que aun-
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que la ferroxidasa,no es un requerimiento para la oxida-­

ci6n·de este complejo es posible que la facilite. 

Rama y crichton (43), por su parte, reportan que la­

apotransferrina tiene baja afinidad por el hierro que ha­

sido oxidado por ceruloplasmina. Más aún, que la cerulo-

plasmina no tiene ningún efecto en la transferencia de -

hierro entre ferritina y apotransferrina, y que el único­

posible papel para la ceruloplasmina sería catalizar la -

formación de transferrina cuando el ión ferroso ya está -

un complejo con la apotransferrina. 

c.- Evidencia a favor de la ceruloplasmina como úni­

ca ferrooxidasa efectiva del suero. 

En contraste, Harria y Aisen (44), demostraron que -

la tasa de oxidación de Fe (II) por o2 atmosférico a pH 7 

efectivamente era favorecida por agentes de bajo peso mo­

lecular que forman complejos con el hierro: El1l'A~NTA)Ci-­

trato) Fosfato> Oxalato y que la apotransferrina tenía 

una capacidad semejante a la del citrato para promover la 
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oxidación del Fe (II), pero ésta está basada únicamente -

en el efecto de formar un complejo con el hierro y no en­

una verdadera actividad de ferroxidasa. 

Además, Frieden (9), reporta que la albÚlnina a con-­

centraciones mayores a 25 pM,·disminuye rápidamente la t~ 

sa de oxidación de Fe (II) en presencia de concentracio-­

nes fisiológicas de bicarbonato, citrato y apotransferri­

na, y parece no tener efecto sobre la oxidación de Fe (II) 

catalizada por ceruloplasmina. La adición de ceruloplas­

mina tien~ el efecto de. incrementar de 13-44 veces la ta­

sa de oxidación no enzimática del Fe (II) y la tasa de 

formación de Trans ferr ina-Fe (III) aún en presencia de 

0.6-1.2 mM de albúmina. Estos datos sugieren que la cer.!:! 

loplasmina es la única fet'roxidas.a efectiva en el suero. 

d.- Actividad de la ceruloplasmina como oxidasa de -

otros sustratos. 

corito se vio en la fiqura 1, el segundo grupo de rea~ 

ciones que cataliza la ceruloplasmina es la oxidaci6n de-
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aminas aromáticas y fenoles. Entre ellos, uno de los pr_! 

meros sustratos que se estudiaron fué el N,N, dimetil-pa-

rafenilendiamina (DPD), por dar éste un producto oxidado-

colorido que facilita la cuanti~icaci6n de actividad de -

oxidasa del suero (45). Esta reacci6n ha sido ampliamen-

te utilizada, ya que, debido a la baja concentración en -

que la ceruloplasmina se encuentra en el suero y a su a1 

ta labilidad, no siempre ~s posible purificarla para pre-

parar anticuerpos específicos y así hacer una cuantifica-

ción inmunológica. 

Posteriormente Curzon (46,47) encontró que el Fe++ -

y el Fe+++ en menor medida parecen incrementar la activi-

dad de oxidasa de la ceruloplasmina sobre el DPD. Este -

autor sugirió que la ceruloplasmina oxida el Fe++ a Fe+++, 

y que este último es capaz de oxidar al sustrato DPD in--

crementando así la cantidad de producto oxidado. 

DPD + Fe+++ ___.,. DPD + Fe++ ..,___ ox 

leruloplaSmina~ · .. 
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En base a lo anterior se ha recomendado el uso de 

agentes quelantes de Fe++ para evitar la activaci6n de la 

reacción y por lo tanto resultados más altos de los rea-­

les. 

Young y curzon (48) demostraron que, la ceruloplasmi 

na tiene un solo sitio de unión para DPD, es decir, que -

la ceruloplasmina tiene un solo sitio activo en el que -­

puede entrar Fe++·o DPD o cualquiera de los otros sustra­

tos sobre los que actúa ésta enzima, y que el Fe++ es ca­

paz de activar a la ceruloplasrnina haciendo que aumente -

su velocidad de reacción sobre cualquiera de sus sustratos. 

IV. LAS FUNCIONES BIOLOGICAS DE LA CERULOPLASMINA. 

Llegamos ahora al tema de las funciones biológicas -

de la ceruloplasrnina, y en especial vamos a enfocarnos a­

la función de ferroxidasa, aunque también se mencionan 

otras funciones que se han encontrado para esta proteína­

Y que son de importancia. 
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a.- Movilización de hierro. 

En 1966, Osaki et al (35), propusieron por primera -

vez que la ceruloplasmina podía tener un papel importante 

en la conversión de Fe (Ií) a Fe (III), promoviendo la tA 

sa de incorporación de este·último a .la apotransferrina.-. 

Esta idea sugiere por lo tanto una relación entre el metA 

bolismo del hierro y el del cobre. 

Una de las observaciones que apoyaban la proposición 

.anterio~ era el hecho.de que la mayoría de mamíferos que­

eran sometidos a una dieta deficiente en cobre desarrollA 

ban una anemia ferropriva severa aún cuando los sitios de 

almacenamiento de hierro fueran normales y se suplementa­

ra hierro oral o intramuscularmepte. 

Roeser et al (49) administraron ceruloplasmina a ce,;:. 

dos en las condiciones antes descritas y encontraron un -

rápido incremento en la concentración de hierro en plas-­

ma. El incremento era proporcional al logaritmo de la d~ 

sis de ceruloplasrnina administrada. La administración de 
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cobre inorgánico inducía también un incremento en la con­

centración de bierro en plasma, pero sólo después de que­

la ceruloplasrnina aparecía en la circulación. La adrnini~ 

tración de asialoceruloplasmina, que es rápidamente remo­

vida del plasma, casi no tenía efecto en la concentración 

de hierro plasmático, lo cual indicaba.que la ceruloplas­

mina lleva a cabo su fll!~ción en el plasma. 

Osaki et al (50), visualizaron la movilización de -­

bierro por la ceruloplasmina al perfundirla en una solu-­

ción amortiguadora sin otras proteínas del plasma a híga­

do de cerdo y perro y observar la formación de Transferr! 

na-Fe (III) en el perfundido. La administración de apo-­

transferrina 30 µM veinticinco minutos antes de perfundir 

la ceruloplasmina no provocaba la salida de hierro ni lo­

hicieron HC03 , 10 µM de cuso4, 5 mM dé glucosa, 0.6 mM de 

fructasa, 120 p.M de citrato o 36 pM de BSA + 21 µM cuso4• 

Ellos observaron también que la respuesta de salida de 

hierro debida a la administración de ceruloplasmina se d~ 

ba sólo cuando los niveles de esta eran bajos, ya que en­

anirnales con hiveles normales de esta proteína no se veía 
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un efecto de salida de hierro al inyectarla. 

La concentración mínima de ceruloplasmina necesaria­

para remover hierro en el hígado perfundido era de 4 nM y 

la saturación ocurrió a 0.2 µM, lo cual equivale al 10% -

del nivel normal de esta enzima en humanos. Esto signifi 

ca que la enzima existe en exceso para tener únicamente -

la función de ferroxidasa. 

Planas (51) mantuvo a gallos con una dieta deficien 

te en cobre y hierro por 17 días. Sus valores de hemogl,2. 

bina, hematocrito, hierro y actividad de fer~oxidasa se -

reducían considerablemente. Después de 40 días con esta­

dieta llegaban a una pérdida total de actividad de ferro­

xidasa. La suplementación con cobre era suficiente para­

restablecer concentraciones normales de hierro sérico. 

Frieden, basado en la evidencia anterior, propone el 

siguiente mecanismo para explicar el papel de la· cerulo-­

plasmina como eslabón entre el me~abolismo del hierro y -

del cobre. 
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FIGURA 3 

ALMACENAMIENTO MOVILIZACION-RECICLAJE TRANSPORTE 

o HC03 

Fe (III)~ Fe (II) Eorrpxidas .. Fe (III )+Fe (III)Trf 

( AFt" 

FMNH2 

reductasa 

ATf 

/Proteínas' 

Fe(III) Fe(II) 

t ! 
metHb HEMO 

" I HEMOGLOBINA 

FIGURA 3. - Papel central de la ceruloplas.nina ( ferroxidasa)-

en la movilización y transporte de hierro. Se --

muestran los ciclos de Fe (II) a Fe (III) en relg 

ci6n al metabolismo de la hemo~lobina, el princi-

pal compuesto de hierro de los vertebrados. Ft. -

Ferritina, AFT apoferritina, Tf transferrina 

ARf, apotransferrina. Tomado de Frieden (10). 
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La ceruloplasmina podría estar jugando un papel im-­

portante en el control de la liberación de hierro de si-­

t ios de almacenamiento hacia la transferrina para su uti­

lización en la biosíntesis de hemoglobina. 

b.- Transporte de cobr~. 

Como se dijo antes, el cobre que es ingerido en la -

dieta se absorbe a nivel del estómago y duodeno (4) y es­

inmediatamente tomado por la albúmina y algunos aminoáci­

dos como ~istidina y treonina para ser transportado en el 

plasma en forma de complejo ternario albúmina-cu++_amino~ 

cido (52); de esta manera llega al hígado y es incorpora­

do a la ceruloplasmina. 

Existen sin embargo evidencias de que la ceruloplas­

mina podría ser una proteína transportadora de cobre: una 

de ellas es su presencia en tejidos como co~azón, bazo, -

rifión, páncreas y cerebro independientemente de los res-­

tos de san.3re que pUdieran contener estos tejidos (52). -

Más aún, Cambell (53), administró a ratas67 Cu(No3) y - -
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67cu-Ceruloplasmina, y encontró que si bien la mayor par­

te dé la radioactividad entraba al hígado en una hora, -­

tiempo después ésta llegaba a diversos tejidos, los cua-­

les mostraban diferencias en avidez por el cobre prove--­

niente de ceruloplasmina o de cobre i6nico: mientras que­

coraz6n, bazo y cerebro preferían a la ceruloplasmina, el 

riñón prefería al cobre iónico. La ceruloplasmina tam--­

bién es absorbida por los tejidos de la rata, pero con m~ 

nor velocidad que el cobre, lo cual se determinó por la -

administración de 3H-leucina-ceruloplasmina incorporada· -

in vivo o 125r-ceruloplasmina marcad~ in vitro. 

Hsieh (54}, mantuvo a ratas con una dieta deficiente 

en cobre por 8 semanas y encontró en ellas un decremento­

en la actividad de citocromo c oxidasa en corazón, bazo,­

hígado, pulmón y páncreas, pero ningún cambio en riñón y­

cerebro. Tres inyecciones de ceruloplasmina humana o de­

rata en un período de 5 días incrementaron considerable-­

mente la actividad de citocromo c en bazo, hígado, cora-­

zón y pulmón. La administración a otras ratas de cucl2 ,­

cu-histidina y cu-albúmina produjo un incremento menor y 
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más lento en la actividad de esta enzima comparada con -­

las ratas tratadas con ceruloplasmina. 

Evans (4), postula que, ya que el cobre de cerulopla~ 

mina no se puede disociar, el intercambio de ·cobre entre­

ceruloplasmina y tejidos extrahepáticos involucra proba-­

blemente un mecanismo degradativo ya sea en la membrana -

de la célula o dentro de ésta. Posiblemente los comple-­

jos de albúmina-cobre contribuyen también corno fuentes -­

del metal en tejidos extrahepáticos. 

c.- Regulación de aminas biogénicas. 

como se había mencionado antes, la ceruloplasmina es 

capaz de oxidar a algunas aminas.biogénicas importantes,­

entre ellas a la adrenalina y a la noradrenalina que son­

hormonas del tipo de las catecolaminas y que funcionan en 

respuesta a situaciones de urgencia produciendo Wla gran­

variedad de respuestas fisiol6gicas. La ceruloplasmina -

también oxida a 1a 5 hidroxi-triptamina o serotonina, la 

cual es un vasoconstrictor que es transportado en la san-
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gre por las plaquetas para ser liberado al suero durante-

la coagulación, por acción de la trombina. 

El mecanismo propuesto para la oxidación de la nora-

drenalina por la ceruloplasmina es el.siguiente: 

FIGURA 4 

Olt 

'fCv~ HOV'w-c¡.¡~ e "le.u. + \ ' 
p HO ~ · r.J~t 

OH 

+ O-' ICu. -o ~ CH-c.H~ 
4 C..p + 1 

_
0 

, Nliz. 

Nora drena lrna 

l 

Mecanismo de acción de la ceruloplasrnina. 

Tomado de Barras (55). 

El mecanismo de oxidación de la serotonina es similar. 
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Barras (55), estudió algunas drogas que actúan sobre 

el sistema nervi.oso central desde el punto de vista de su 

efecto sobre la actividad de oxidasa de la ceruloplasmina 

y encontró que compuestos como el LSD ~ue provocan aumen­

to en los niveles cerebrales de serotonina y·depresión en 

noradrenalina provocan una inhibición en la oxidación de­

seroton ina por ceruloplasmina y aceleran la oxidación de­

noradrenalina por esta enzima. El encontró también que -

la oxidación de noradrenalina y serotonina por cerulopla~ 

mina se ve acelerada por el efecto de tranquilizantes de­

tipo feno~iazinas, y q~e algunas otras fenotiazinas sin -

propiedades de tranquilizante no tienen efecto sobre esta 

reacción. 

Estos resultados indican qu~ la ceruloplasmina, o 

una enzima con propiedades similares juega un papel impo~ 

tante en la regulación Qe los niveles de estas hormonas,­

y por lo tanto en el mantenimiento del funcionamiento men 

tal normal, y que la interferencia con esta enzima puede­

conduci.r a la aparición de estados mentales anormales. 
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.OBJETIVO 

He revisado en la secci6n anterior el posible papel­

de la ceruloplasmina en el metabolismo del hierro, especj 

ficamente en la movilización de hierro de los sitios de -

almacenamiento para facilitar su incorporaci6n a la tranJ! 

~errina y la controversia que aún existe al respecto. 

Teniendo en cuenta la importancia de esta posible r~ 

laci6n entre el metabolismo del cobre y el del hierro, me 

he interesado en conocer el comportamiento de la cerulo-­

plasmina en condiciones en que se requiere aumentar la Il!Q _ 

vilización de hierro para la síntesis de hemoglobina. EJ! 

tas condiciones se dan cuando se induce anemia a conejos 

por sangrado diario, ya que se estimula la eritropoyesis­

y por lo tanto la síntesis de hemoglobina (59). 

La cuantificaci6n de la ceruloplasmina puede llevar­

se a cabo inmunológicamente o por medici6n de su.activi-­

dad enzimática. En este caso, por no disponerse de los -

anticuerpos específicos contra la ceruloplasmina, se cuan 
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tificó la actividad enzimática de ésta en el suero de co­

nejo durante el desarrollo de la anemia. 

La cuantificación se hizo en base a una reacción co­

lorida. específica de la cerUloplasmina que ha sido utili­

zada ampliamente para determinar la ca~tidad de cerulopl~ 

mina en suero o preparaciones purificadas. 

Se llevaron a cabo algunas pruebas preliminares, pa­

ra demostrar la confiabilidad de este método y posterioE 

mente se procedió a la cuantificación de la ceruloplasmi­

na en el suero de cone~.~3 anémicos. 

Se midió también la concentración de hierro en el -­

suero de conejos anémicos con el.objetivo de relacionarlo 

con las mediciones de ceruloplasmina sérica. 
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MATERIALES Y .METODOS 

CUANTIFICACION DE LA AcrIVIDAD DE CERULOPLASMINA. 

Como se rnenci9nó.antes, la ceruloplasmina es capaz -

de oxidar a algunos compuestos aminados, entre ellos a la 

parafenilendiamina. Esta reacción de oxidación es un re-

fleje directo de la actividad de ferroxidasa de la cerulQ 

plasmina del suero (56) y ha sido ampliamente utilizada -

para la cuantificación de la actividad de ceruloplasrnina-

del suero, debido a que el producto oxidado tiene un co--

lor rosa fácilmente detectable en el espectrofotórnetro. 

La reacción que ocurre es la siguiente: (57) 

FIGURA 5 

Base de Bandrowski. 
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Secuencia de reacciones oxidativas por las cuales la 

ceruloplnsrnina convierta a p-fenilendiarnina (DPD) en la -

base de Bandrowski identificada por Rice corno el último -

producto de oxidación. 

La reacción anterior sirvió de base a Curzon (45), 

para establecer un método de cuantificación de actividad­

de ceruloplasmina en el suero, el cual fue utilizado en -

el presente trabajo para algunas determinaciones. 

Se p~ede utilizar.suero completo o muestras con cerB 

loplasmina parcial o totalmente purificada. La cerulopla~ 

mina reacciona con el sustrato DPD en un buffer de aceta­

to 0.2 M de pH 5.5, en el cual la reacción es óptima y se 

incuba a 37ºC durante 15 minutos, Por las condiciones e~ 

tablecidas en este método, en el que hay un exceso de su~ 

trato, la aparición de producto oxidado.es lineal a tra-­

vés del tiempo hasta los 25 minutos (43), por. lo que si -

la reacción se detiene a los 15 minutos se pueden obser~­

var claramente las diferencias debidas a la concentración 

de enzima. 
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La reacción se detiene con una solución helada de -­

azida de sodio 0.3 mM, la cual es potente inhibidora de -

la ceruloplasmina (38). cuando se trabaja con suero o -­

muestras poco puras de ceruloplasmina, se agrega la azida 

de sodio en una soluci6n de cloruro de sodio al 10% para­

evitar la aparición de turbidez en las muestras, y se mi­

de la absorbancia a 550 nm lo más pronto posible debido a 

que éste decrece rápidamente. 

Los pasos que se siguieron para la reacci6n de cuan­

tificación son los siguientes: 

l.- Es importante primeramente que el material util! 

zado para la determinación esté libre de hierro, para lo-

· cual se lavó con una solución al 37% v/v de HCl y se en-­

juag6 con agua seguida de agua desionizada. El agua de-­

s ionizada se preparó pasando agua destilada comercial a -

un desmineralizador Corning LD 2A, alcanzando una pureza­

de 1 megaohrn/cm. 

2.- Se preparó la siguiente mezcla de incubación: 
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a).- 2 ml buffer acetatos 0.2M pH s.s. 

b).- l ml agua desionizada. 

e).- l ml N,N dimetilparafenilendiarnonio dicloruro - . 

(DPD) l.7 mM. 

d).~ l ml dilución de suero en cloruro de sodió O.l M 

Todas las soluciones utilizadas en la determinación­

se prepararon con agua desionizada. 

3.- Se incubó 15 minutos a 37°C en un baño de tempe­

ratura constante Grant, tomando como tiempo cero el morn~ 

to en que se agregaba el sustrato (DPD) a la mezcla de i~ 

cubación. 

4.- Se paró la reacción agregando 2 ml de azida de -

sodio 0.3 mM helada diluida en NaCl l~. 

s.- Se leyó la absorbancia a 550 nm en un espectrof~ 

t6metro Zeiss PMQ II y se descont6 para cada lectura la -
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absorbancia de un tubo blanco que contenía todos los rea~ 

tivos excepto el suero. 

CUANTIFICACION DE LA Am'IVIDAD DE CERULOPLASMINA POR UN -

METODO MODIFICADO DE CURZON. 

Se hizo necesario modificar el método anterior para­

algunas de las mediciones debido a que se sabe que es de­

suma importancia eliminar trazas de hierro que aumentan -

la reacci6n de ceruloplasrnina con DPD y que conducen a r~ 

sultados más elevados que los reales en la actividad de -

ceruloplasmina del suero (46). 

Se tomaron entonces algunas de las modificaciones -­

que Lovstad (36) utiliza en un experimento de cuantifica­

ción de actividad de ceruloplasmina de suero para estu--­

dios de la cinética de la reacción de esta enzima con DPD. 

Las modificaciones que s_e hicieron son las sigu ien-­

tes: a) Agregar ortofenantrolina 1 mM, (quelante especí­

fico para el hierro) al buffer de acetatos 0.2M pH 5.5 --
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que se utiliza para la mezcla de incubación del método de­

curzon. La solución de buffer con ortofenantrolina era -

preparada al momento debido a que un agente oxidante, po­

siblemente H2o2 se forma al almacenarla (36). 

b) La solución de DPD se preparó disolviéndolo en -­

agua desionizada que contenía 5 mM de ElJl'A, ya que el DPD 

es oxidado por trazas de metales presentes. 

Por lo demás, el método se mantuvo sin cambios. Se­

hizo una prueba con aml:los métodos usando concentraciones­

crecientes del mismo suero para encontrar hasta qué lími­

te la reacción es directamente proporcional a la activi-­

dad de ceruloplasmina del suero. Esta prueba se hizo tam 

bién para demostrar que la ortofenantrolina y el EDTA no 

interfieren con la reacción. 

Se obtiene la siguiente curva: (GRAFICA I) 

De acuerdo con los datos anteriores se utilizó en t2 

dos los experimentos posteriores el suero en concentra--­

ción de 0.1 ml diluído con 0.9 ml de NaCl O.lM debido a -

que se ve que hay linearidad en esa parte de la curva pa-

trón. 
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Gráfica 1.-Actividad de ceruloplasmina en amortiguador con 

y sin ortofenantrolina y diferentes concentraciones de sue 

ro. 
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MEDICION DEL EFECTO DE HIERRO (II) EN !:/.\. ACTIVIDAD DE CE­

RULO'PLASMINA DEL SUERO. 

Se utilizó hierro en la forma de sulfato ferroso de­

amonio 4mM disuelto en agua desionizada y se agregó a la 

mezcla de incubación del método de cuantificación de cer~ 

loplasmina modificado o sin modificar sustituyendo una -­

parte del agua desionizada por solución de hierro. 

MEDICION DEL EFECTO DEL HIERRO (II) Y HIERRO (III) EN LA­

ACTIVIDAD DE CERULOPLASHINA DEL SUERO. 

Se utilizó sulfato ferroso de amonio 1 mM y sulfato 

férrico de amonio 1 rnM. A este último se le agregó HCl -

en proporción 5 mM en l.M de Fe+++ para mantener el pH ba­

jo y evitar la formación de complejos de Fe+++ que ocurre 

a pH mayor a 5 (46). 

La solución respectiva de hierro se agregó justamen­

te al momento de iniciar la reacción sustituyendo una par 

te de agua desionizada de la mezcla de incubación del mé-
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todo no modificado de Curzon para cuantificación de ceru­

loplasmina en suero. 

Se agregó cobre en forma de sulfato de cobre en una­

solución 50 mg/100 ml de agua desionizada sustituyendo -­

una parte del agua desionizada de la mezca de incubación­

del método de curzon no modificado. 

ESTABILIDAD DE LA ACTIVIDAD DE CERULOPLASMINA EN SUERO Y­

PLASMA CON Y SIN INHIBIDOR. 

Se sangró por punción intrapardiaca a un conejo Nue­

va Zelanda blanco en estado aparentP.mente normal y que -­

nunca antes había sido sangrado. 

Se tomaron 20 ml de sangre y se repartieron en cua-­

tro muestras de 5 ml cada una. Las muestras se repartie­

ron de la siguiente forma: 
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1.- con EIY!'A al 20% pH 7.4 

· 2.- Con EO!'A ·al 20°/a pH 7.4 + inhibidor de frijol de­

soya. 

3.- Desfibrinada 

4.- Desfibrinada + inhibidor de frijo de soya. 

El inhibidor de frijol de soya se agreg6 a las .mues­

tras diluido. en NaCl 0.9"/o1 2mg inhibidor/0.5 ml NaCl 0.9"/o., 

Las cuatro muestras se mantuvieron en hielo y se cen 

trifugaron a 2600 rpm ( 1300 g) en una centrífuga clínica 

Adams-Dynac con cabezal de columpio cr-1350 durante 30 mi 

nutos y se obtuvo para las dos primeras el plasma y para­

las dos restantes el suero. se midió la actividad de ce­

ruloplasmina por el método modificado de Curzon ese mismo 

día y 30 días después. En el intervalo las muestras se -

mantuvieron en congelación. 

MEDICION DEL EFEcro DEL EDTA EN LA AcrIVIDAD DE 'CERULO--­

PLASMINA. 
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Se agregó Ert.rA (ácido etilendinitrilotetracético) en 

una solución de 5 mg/ml en agua desionizada a la mezcla -

de incubación del método de Curzon modificado para la - -

cuantificación de ceruloplasmina en suero, sustituyendo -

parte del agua desionizada que se utiliza en ·1a deterrnin~ 

ción. 

MEDICION DEL EFECTO DE LA APOTRANSFERRINA EN LA ACTIVIDAD 

DE CERULOPIASMINA. 

Se agregaron aproximadamente 0.4 mg de apotransferr.!, 

na a 100 µl de suero y posteriormente se cuantificó la a~ 

tividad de ceruloplasmina por el método modificado de cur­

zon. 

INDUCCION DE LA ANEMIA. 

Se utilizaron cuatro conejos Nueva Zelanda blancos,­

rnachos, (Oryctolagus cuniculus) nacidos en el bioterio de 

la Facultad de Ciencias UNAM, de 90 días de edad y de la 

misma carnada. Su alimentaci6n consistió en conejiria dia-
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riamente "ad libitum" y zanahoria y lechuga tres veces -­

por ·semana. Se pesaron varias veces a lo largo de su cr~ 

cimiento y un día antes de iniciar el experimento. 

Se sangraron por punción intracardíaca con jeringas­

de vidrio de 30 ml enjuagadas con NaCl 0.9"~, extrayéndos~ 

les 10 ml de sangre por kilogramo de peso diariamente du­

rante 15 días. 

PROCESAMIENTO DE LA SANGRE. 

La sangre extraída a los conejos se repartió en dos­

muestras: la primera, de aproximadamente 5 rnl se colocó -

en una matraz con unas gotas de EDTA al 200~ pH 7.4 y se -

sumergió en hielo después de haber agitado ligeramente. -

El resto de la sangre se colocó en un matraz con perlas -

de vidrio y se desfibrin6 por agitación. 

La primera muestra de sangre se utilizó para la de-­

terminación de parámetros hematol6gicos: hemoglobina, he­

matocrito y número de células rojas. La segunda fue cen-
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trifugada a 2800 rpm (1300 g) durante 30 minutos en una -

centrífuga clínica Adarns-Dynac con cabezal de columpio -­

cr-1350. El suero se colectó por separado para cada con~ 

jo y para cada día, manteniéndose en congelación para ser 

usado en la determinaci6n de la actividad de ceruloplasmi 

na por el método modificado de curzon. 

HEMOGLOBINA. 

La concentración de hemoglobina de la sangre se obt~ 

vo por el .método de cianornetañemoglobina (58), utilizando 

una dilución 1:200 de sangre en el diluyente de Drabkin -

que contiene l g NaHco3 , 50 mg KCN y 200 mg K3Fe (CN} 6 en 

1 lt de agua destilada. 

El ferricianuro convierte al hierro de la hemoglobi­

na de ferroso a férrico y se forma metahemoglobina que se 

combina entonces con el cianuro .de potasio y forma un pig 

mento estable que es la cianometahemoglobina. 

La dilución se lee a 540 nm en un espectrofotómetro-
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Zeiss PMQ III y para los cálculos de concentración se con 

sideta el peso molecular de la hemoglobina de 66 000 

g/mol y el coeficiente de extinción milimolar de ésta a -

540 nm como 44. u. o. /rnl. 

HEMATOCRITO. 

El volumen que ocupa el paquete celular después de -

centrifugar la sangre expresado en porcentaje del volumen 

total se conoce como hematocrito. Este fue determinado -

usando tubos capilares sellados por uno de sus extremos y 

centrifugándolos durante 30 minutos a 2800 rpm (1300 g) -

en una centrífuga clínica Adams-Dynac con cabezal de co-­

lumpio cr-1350. 

CONTEO DE CELULAS ROJAS. 

El número de células en las muestras se determinó en 

un contador electrónico Haema-count MK-25 y cada ·una de -

las mediciones se hizo por duplicado. Se tomaron 20 ml -

de sangre y se diluyeron en 16 ml de ISO!'ON (NaCl 7.93 --
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gr/lt, EDTA 0.38 9r/lt., KCl 0.40 gr/lt, NaH2Po4 0.19 

gr/lt y Na
2

HP04 1.95 gr/lt). De esta primera dilución 

1:800 se tomaron 100 ml y se llevaron a un volumen de 10 

ml de ISarON. Esta última muestra con una dilución de 

1:80 000 sirvió para determinar el número de.células ro-­

jas, que se expresó por el contador como nwnero X 106/mml. 

DETERMINACION DE HIERRO SERICO. 

El hierro sérico está unido a proteínas siderófilas­

como la transferrina. En un amortiguador de fosfatos li­

geramente ácido se separa de ésta y queda en solución. 

Si se usa una solución 1 N de HCl, éste hierro es removi­

do completamente. una vez liberado el hierro, se precip! 

ta a las proteínas séricas con TCA 3M para eliminar inte,.;: 

ferencias por dispersión debidas a los componentes séri-­

cos, se centrifuga y se toma el sobrenadante, en el cual­

se encuentra el hierro libre. Este último es reducido -­

con ascorbato de sodio y se pone a reaccionar con batofe­

nantrolina, con lo que se forma un compuesto colorido que 

puede ser determinado por espectrofotometría. Esta reac-
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ci6n se lleva a cabo a pH 5.5. 

El cálculo de hierro se hace en funci6n del cambio -

de coloración con respecto a la coloración de una solu---

ci6n patrón de hierro de concentración l pg/ml. 

La reacción que ocurre es la siguiente: 

+ Fe2+ 

6 

2 oW 
N N 

~ 
\ I 

Fe 

/ " 
~ 

Los pasos necesarios para la cuantificación son los-

siguientes: 

l.- Se lav6 el materia¡ de vidrio limpio con HCl al-

37% seguido de agua y a9ua desionizada. 
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2.- Se prepararon las siguientes soluciones con agua 

desionizada; HCl lN, TCA {Acido tricloroacético) al 4<J>/o,­

acetato de sodio al 30% y NaCl al 0.9"/o. 

3.- se pipeteó 1 ml de suero y se colocó en un tubo­

con 1 m1 de NaCl 0.9"/o. 

4.- Se agregó 1 ml de HCl lN. Se agitó y se dejaron 

los tubos en reposo a ~emperatura ambiente durante 45 mi­

nutos. 

s.- Se agregó 1 ml. de TCA al 40"/o y se agitó en vór-

tex. 

6.- Se centrifugó 30 minutos a 10 000 rpm y a 4ºC en 

una centrífuga refrigerada IEC. 

7.- Se tomaron 2 ml del sobrenadante y se les agregó 

1 rn1 de acetato de sodio al 30%, así corno 5 mg de ascorb~ 

to de sodio. Se agitó perfectamente. 
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'. 

a.- Se agreg6 1 rnl de solución de batofenantrolina -

al 0~1% en amortiguador de fosfatos 0.4M de pH 5.5 (disu! 

fonato de batofenantrolina 6.8 X l0-4M en fosfatos 0.4M -

pH S. 5). 

9.- Se preparó una solución patrón que contenía 2 ml 

de solución de hierro 1.0 pg/rnl y todos los reactivos in­

dicados en los pasos 4 al 8. 

10.- Se preparó una solución blanco con 2 rnl de agua 

desionizada y todos los reactivos indicados en los pasos-

4 al a. 

11.- Se leyeron los tubos blanco, patrón y problemas 

en un espectrofotómetro Zeiss PMQ II a 535 nm. La absor-

bancia del blanco se restó a los demás tubos, y para obt~ 

ner la concentración de hierro se utiliz~ la siguiente --

fórmula: 

Hierro en ·suero 

pg/ml 

= Absorbancia del suero X 2 
Absorbancia del patrón. 
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R E S U L T A D O S. 

Como se mencionó en la introducción, la ceruloplasmi 

na posiblemente juega un papel importante en la disponibi 

lidad del hierro para su transporte por la transferrina -

y su posterior utilización en· la síntesis de hemoglobina. 

Cuando los conejos se someten a un sangrado diario -

de 10 ml de sangre por kilogramo de peso, se les induce -

una ~nemia crónica macrocítica que se caracteriza por pr~ 

sentar una fase inicial de decenso en el número de célu-­

las rojas, en la concentraci6n de la hemoglobina y en el 

porciento de hematocrito, seguida de una recuperación que 

se inicia a partir del séptimo día de sangrado (día 6). 

Se aprecia entonces que los parátnetros hematológicos se -

mantienen más o menos constantes, y que esta condición -­

persiste a lo largo de todos los días de sangrado restan­

tes. Esto, junto con los índices de producción de retic~ 

locitos, nos indica que ha habido una estimulación de la­

eritropoyesis en respuesta al sangrado, y que, por lo tan 

to, es de esperar que los factores involucrados en ella -

, 
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se vean afectados en mayor o menor medida. 

Enfocamos aquí nuestro interés al seguimiento de la­

ceruloplasmina a lo largo de los días de sangrado por es­

tar ella muy posiblemente relacionada con la eritropoye-­

s is, específicamente con la síntesis de hemoglobina. 

Se puede hablar de dos fases dentro de este trabajo: 

primeramente la caracterización de la reacción de cerulo­

plasmina con DPD (dimetilparafenilendiamina) y posterior­

mente la inducción de la anemia en conejos para la cuanti 

ficación de ceruloplasmina y de hierro séricos. 

I.- CARACTERIZACION DE LA REACCION CERULOPLASMINA + DPD, 

a.- Efecto del Fe++ 

La ceruloplasmina, como se dijo antes, es activada -

por .el Fe++ al reaccionar sobre el DPD (46). Para saber­

s i la ortofenantrolina era realmente capaz de evitar la -

aceleración de la reacci6n de ceruloplasrnina + DPD por 
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efecto del Fe++, se incubaron algunas muestras de suero -

con diversas concentraciones de Fe+-r, y se utilizó un 

amortiguador con y sin ortofenantrolina (Metodo de curzon 

modificado y no modificado). 

Los resultados se muestran en la~.gráficas 2 y 3. 

Se utilizaron primero concentraciones de O. 04 a O. 4 f.iMo-­

las de Fe++ por 0.1 ml de suero en una dilución final de-

5 ml (Gráfica 2), y posteriormente se agregaron concentr~ 

cienes de O. 4 a 4 ·pMolas de Fe++ /0.1 ml de suero en una .,. 

dilución final de 5 ml .(Gráfica 3). 

corno se puede ver en la gráfica 2, se obtuvieron re­

sultados muy diferentes para los tubos incubados con ort2 

fenantrolina y los que no tenían. este.agente quelante del 

hierro. 

Los tubos incubados con.ortofenantrolina daban una -

actividad de ceruloplasmina similar aún cuando se agrega­

ra hierro hasta en una concentración de 0.4 pMolas de 

Fe++ por O.l In! de suero. 
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Gráfica 2. -Efecto del Fe++ sobre la reacción de cerul.)-

plasmina con DPD utilizando amortiguador con y sin ort2 

fenantrolina.El volumen final de la mezcla de incubación 

es de 5 ml. 
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Los tubos incubados sin ortofenantrolina daban una -

mayor absorbancia a 550 nm debida a una aceleración de la 

reacci6n, causada por el Fe++ libre. Este aumento es prQ 

porcional para concentraciones hasta de 0.1 pMolas de 

Fe++. 

Como se puede ver en la gráfica 3, que integra todas 

las concentraciones de Fe++ utilizadas, a altas concentr~ 

cienes éste i6n inhibe en vez de acelerar.la reacción. 

En los tubos sin ortofenantrolina, con 1 p~ola de Fe++ 

hay menor actividad de ceruloplasmina que con 0.4 µMolas­

de Fe++ pero sigue habiendo más que sin Fe++. Con 4 p.Mo­

las la reacci6n se ve definitivamente inhibida en un 500/o. 

En los tubos con ortofenantrolina, al poner 1 pMola­

de Fe++ se pierde el efecto quelante y "amortiguador" que 

tenía en concentraciones menores de Fe++ debido a que ya 

no hay suficiente ortofenantrolina para secuestrar la 

gran cantidad de Fe++ agregado, y se observa una·aceiera­

ción bastante pronunciada. Al agregar 4 rMolas de Fe++,­

nuevamente tenemos el efecto de inhibición debida al exc~ 

so de este ión. 
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Gráfica 3.-Efecto de altas concentraciones de Fe++ so 

bre la reacción de ceruloplasmina con DPD utilizando 

amortisuador con y sin ortofenantrolina. El volumen fi 

na! de la mezcla de incubación es de 5 ml. 
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b.- Efecto del Fe+++ 

Curzon (46), menciona la posibilidad de que la acel~ 

ración de la reacción de ceruloplasmina con DPD por el --

++ d b 1 f . ' d +++ l 1 Fe se e a a a ormacLon e Fe por a ceru oplasmi-

na, convirtiéndose éste en un agente oxidante que partici 

pa activamente en la comrersión de DPD a DPD oxidado, con_ 

tribuyendo así a la formación de producto·. El esquema --

que Curzon propone es el siguiente (46): 

DPD + Fe+++ __., DPD oxidado + Fe++ 

1-cerulop1asmina 1 

Para comprobar la hipótesis anterior era necesario -

saber si efectivamente ~l Fe+++ es capaz de oxidar el 

DPO, y para eso se preparó una serie de muestras en las -

que se hacía reaccionar DPD con Fe+++, y por ot~a parte -

DPD + ceruloplasmina con Fe+++. También incluí tubos en­

los que reaccionara el DPD con Fe++, y el DPD + ·Cerulo--­

plasmina con Fe++ para establecer un punto de comparación. 

Hubo un blanco que contení.a solo DPD para descontar la --
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oxidación que pudiera sufrir éste, y una muestra que con­

tenía únicamente suero + DPD como punto de referencia pa­

ra las muestras que además contenían Fe++ o Fe+++. En es 

te caso se utilízó el método original de Curzon. en el 

que no hay ningún quelante de hierro en la mezcla de inc~ 

bación. El hierro Fe+++ se agregó en forma ·ae sulfato fé 

rrico de amonio en una soluci6n que. contenía HCl para man, 

tener el pH bajo y así evitar la formación de hidróxido y 

la posterior precipitación del hierro. 

Los resultados pueden verse en la tabla III y en la­

grá f ica 4. 
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T A B L A I I I 

EFECTO DEL HIERRO FERROSO Y HIERRO FERRICO SOBRE LA REACCION -

DE CERULOPLASMINA CON DPD. 

MUESTRA CONTENIDO • ABSORBANCIA A 

S50 rim 

1 DPD o 

2 DPD + Fe3+ 0.03 pmolas -o. 004 

3 DPD + Fe3+ O.OS pmolas o 

4 DPD + Fe3+ 0.10 pmolas 0.004 

s DPD + Fe2+ O.OS pmolas 0.039 

6 DPD + Suero 0.182 

7 DPD + Suero + Fe3+ 0.03 µmolas 0.160 

a DPD + Suero + Fe3+ O. 05 pmolas 0.170 

9 DPD + Suero + Fe3+ 0.10 pmolas 0.177 

10 DPD + Suero + Fe2+ 0.03 pmolas 0.267 

11 DPD + suero + Fe2+ O. 05 pmolas 0.340 

12 DPD + Suero + Fe2+ 0.10 )11ll0las 
. 

0.523 

Todas las muestras se corrieron por duplicado. 
Todos los tubos contenían los reactivos de la mezcla de incuba 
ción que se indicó antes para la cuantif icaci6n de ceruloplas: 
mina por el método de Curzon no modificado. 
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Gráficq 4.-Efecto del Fe++ y Fe+++ sobre la· reacción de ceru 

loplasmina con DPD. Se muestra también la reacción directa de 
++ +++ Fe y Fe con DPD. El volumen final de la mezcla de incuba 

ción es de 5 ml. 
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Corno se puede observar en la Tabla III y en la gráfJ: 

ca 41~ el Fe+++ no reaccionó directamente con el DPD en 

ninguna de las concentraciones usadas, mientras que el 

Fe++ tuvo una acción oxidante sobre el DPD poco signific~ 

ti va. 

En las muestras que contenían suero, se pudo ver que 

el Fe++ tenía el efecto de aceleración de la reacción que 

ya había sido observado antes, y que, en cambio, el Fe+++ 

no alteraba en absoluto la reacción. Estos resultados e~ 

tán en contraposición con la hipótesis de curzon antes 

mencionada, ya que él supone que el Fe+++ es capaz de oxJ: 

dar directamente el DPD y que por ello acelera. la reac--­

ción de ceruloplasmina con este sustrato. 

Es importante señalar que la reacción del Fe++ con -

DPD no corresponde al incremento observado cuando se pone 

esa misma concentración de Fe++ con ceruloplasrnina.y DPD, 

lo cual es congruente con la hipótesis de que el· efecto -

del Fe++ se debe a una interacción con la ceruloplasmina, 

de tal manera que la transforma en ceruloplasmina activa­

da. 



71 

q.- Efecto del cu++ 

Por otro lado, me pareció necesario saber si el co-­

bre era capaz de activar la reacción de ceruloplasmina -­

con DPD de una manera similar al Fe++, ya que esto ten--­

dría implicaciones biológicas interesantes. 

Para ello se calculó primero la concentración de cu 

unido a ceruloplasmina que.existe normalmente en el sue-­

ro. De acuerdo al método de Curzon de cuantificación de­

actividad. de ceruloplasmina del suero, él define que 1 ~g 

de cu de ceruloplasmina se encuentra en 21 unidades de ag 

tividad, siendo 1 unidad de actividad = 0.1~ Absorbancia­

a 550 nm, en las condiciones establecidas por el método -

(47). 

De esta forma y teniendo en cuenta que.en promedio -

el suero con el que se había estado trabajando tenía - --

0. 194 de absorbancia a 550 nm/0.1 ml de suero, es decir,-

19.4 unidades de actividad por ml de suero, consideré que 

esto se aprox'imaba bastante a l ~ de cu unido a cerulo--
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plasmina por rnl de suero, es decir, 0.1 µg cu-Cp/0.1 rnl -

de suero. 

Se agreg6 entonces cobre en concentraciones de 0.025 

O.OS y 0.1 f9 por ml de suero, en forma de sulfato de co­

bre, de manera de llegar a equipararlo con el cobre que -

se tenía unido a la ceruloplasmina. 

Además, se preparó una muestra con una alta concen-­

tración de cobre, similar a la que se usó de hierro para­

acelerar la reacción de ceruloplasmina con DPD (O.OS µmo­

las, ver gráfica anterior). Este ttilio contenía O.OS µmo­

las de cobre, las cuales equivalen a 12.5 µg de éste. 

Se prepararon también tubos en los que reaccionó el­

cobre con DPD sin agregar suero, y este valor se tomó en­

cuenta para obtener la absorbancia corregida, en la que -

se restaba la absorbancia debida a la reacción exclusiva­

mente entre el cobre y el DPD. Los resultados sé pueden­

ver en la siguiente tabla y en la gráfica 5, en la cual -

se graficaron las absorbancias corregidas. 
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Como se puede observar, concentraciones bajas de co­

bre, similares a las normalmente econtradas unidas a cer~ 

loplasmina en el suero de conejo, no tienen efecto sobre­

la reacción en cuestión. concentraciones elevadas de co­

bre, del orden de o.os µmolas, sí tienen un efecto sobre­

la reacción, aunque éste no se debe a una activaci6n de -

la ceruloplasmina por el cobre, sino a una reacción dire~ 

ta entre el cobre y el sustrato DPD. 

Si se resta la reacción directa que ocurre entre el­

cobre y el DPD, se puede ver que la reacción de cerulo--­

plasmina con DPD se ve inclusive inhibida. 
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T A B LA lV. 

Efecto del cobre sobre la reacción .: :? ceruloplasmina con DPD. 

MUESTRA* ** . CONTENIDO.:·· . ·. ABSORBANCIA ABSORBANCIA 
a 550 nm CORREGIDA. 

1 DPD o 

2 DPD + 0.025 µg cu++ 0.018 

3 DPD + o.os µg cu++ 0.009 

4 DPD + 0.1 \19 cu++ 0.015 

5 DPD +12.5 ¡.ig cu++ 0.526 

6 DPD + Suero 0.211 0.211 

7 DPD + 0.025 f.19 cu+++ suero 0.225 0.207 

8 DPD + 0.05 pg cu+++ suero 0.225 0.216 

9 DPD + 0.1 t19 cu+++ suero 0.236 0.221 

10 DPD +12.5 flCJ cu+++ Sllero 0.622 0.096 

* Todas las muestras se corrieron por duplicado. 

** LOs tubos contenían la mezcla de incubación para la cuanti-

ficación de ceruloplasrnina por el método de curzon no modi-

ficado. 
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Gráfica s.- Efecto del cobre.sobre la reacción de cerulo­

plasmina con DPD. Se grafica la absorbancia corregida, a 

la que se le restó la absorbancia debida a la reacción directa 

del cobre con DPD. El volumen final de la mezcla de incubación 

es de 5 ml. 
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d.- Estabilidad de la ceruloplasmina en el suero. 

considerando reportes previos sobre la inestabilidad 

la ceruloplasrnina al almacenaje y durante su aislarniento­

en ausencia de inhibidores de plasrnina (20), decidí some­

ter a prueba su estabilidad bajo las siguientes condicio­

nes experimentales. 

Obtuve suero y plasma de conejo en presencia y ausen, 

cia de un inhibidor de tripsina reportado también corno -­

inhibidor de plasrnina (Inhibidor de frijo de soya (22~),­

y medí la actividad de ceruloplasrnina inmediatamente y--

30 días después de almacenado el suero en congelación. 

Los resultados se expresan en la Tabla V, y como pu~ 

de verse, no hay una diferencia significativa entre las -

muestras al pasar un mes almacenadas en congelación, aún­

en el caso de suero y plasma incubados sin inhibidor. 

e.- Efecto del EDTA en la actividad de la ceruloplas 



77 

TABLA V 

ACl'IVIDAD DE CERULOPLASMINA EN SUERO Y PLASMA FRESCOS DE CONE-

JO O ALMACENADOS POR TREINTA DIAS EN CONGELACION 

* ACl'IVIDAD MUESTRA ACl'IVIDAD INICIAL 30 DIAS 
DES PUES. 

Suero 0.087 0.084 

Suero + Inhibidor 0.081 0.089 

Plasma o. 041 o. 040 

Plasma + Inhibidor o. 038 o. 032 

* 
Todas las muestras se corrieron por duplicado. 

Se utilizó el método de cuantificación de actividad de cer~ 

loplasmina de curzon modificado. 
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Analizando los resultados anteriores, se observa que 

el plasma muestra una actividad de ceruloplasmina muy ba­

ja, aproximadamente del 50% con respecto al suero aún 

cuando se utiliz6 la misma sangre para obtener el suero y 

el plasma. Esta diferencia podría deberse a un efecto 41 

hihitorio sobre la actividad de ceruloplasmina del EDTA,­

ya que la concentración en que se usa como anticoagulante 

es elevada. 

(5 m /ml suero o l.3 mM). 
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Esto me condujo a la realización de otro experimento 

en el que incubé el suero de conejo con diferentes concen 

traciones de EDTA y medí la actividad de ceruloplasmina.­

Los resultados se muestran en la Tabla VI. 

De esta tabla se concluye que el EDTA a baja concen­

tración no tiene efecto sobre la actividad de la cerulo-­

plasmina, sin embar·:;¡o a concentración de O. 5 mg/O. 1 ml -

de suero causa un decremento en la actividad de esta enzi 

ma de aproximadamente un 45%, y si la concentración se in 

crementa 10 veces, a 5 mg/0.1 ml de suero, el decremento­

es de un 82%. Si toma.nos en cuenta que la concentraci6n­

de ED'l'A que había en el plasma utilizado en el experimen­

to anterior era aproximadamente de 0.5 mg/0.1 ml de suero, 

podemos decir que el decremento en actividad de la cerulQ 

plasmina observado en las muestras de plasma con respecto 

al suero colectado a partir de la misma sangre se debía -

a la presencia de EIJl'A en el primero. 
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T A B L A V I 

ACTIVIDAD DE CERULOPLASMINA DEL SUERO INCUBADO POR EDI'A. 

MUESTRA* AcrIVIDAD 

(Abs~ a 550 nm) 

suero o. 136 

Suero + 0.05 m') Ert.rA (0.13 mM)' 0.134 

Suero + 0.50 mg Ert.rA (l. 34 mM) o. 075 

Suero + 5.00 mg Ert.rA (13. 43 mM) 0.024 

* 
Todas las muestras se corrieron por duplicado. 

Se utilizó el método modificado de curzon para la cuan-­

tificación. 
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Este decremento en la actividad de la ceruloplasmina 

podría deberse por un lado a la remoción de trazas de hi~ 

rro que están pegadas a la ceruloplasmina y que la hacen­

más activa, y por otro a una interacción directa con el -

cobre de la ceruloplasmina, de manera que ésta perdiera -

parte del cobre de su centro activo. 

Suponiendo que nuestro sistema pudiera estar libre -

de hier¡o debido al quelante utilizado en la cuantifica-­

ción (ortofenantrolina, ver Materiales y Métodos), la se­

gunda pos~bilidad, es decir, la interacción directa del -

EDTA con el cobre de la ceruloplasmina sería más factible. 

Una evidencia a favor de esta posibilidad es el hecho de­

que se agregaron 0.4 mg de apotransferrina, la cual tiene 

alta afinidad por el hierro, a 0.1 ml de suero y se incu~ 

baron con DPD para cuantificar la actividad.de cerulopla§. 

mina por el método de curzon, obteniéndose la misma acti-

vidad en suero con y sin apotransferrina. (Tabla VII) 

La cantidad de apotransferrina que se agregó en el -

experimento anterior corresponde a la de transferrina que 
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normalmente existe en 0.1 rol de suero de conejo. La au-­

sencia de un efecto sobre la actividad de ceruloplasmina­

por la presencia de apotransferrina se debe a que esta ú1 

tima es un "quelante" específico del hierro, y no intera.s;: 

túa, por lo tanto con el cobre de la ceruloplasmina, de­

jando intacta su actividad. 

Una vez llegado a este punto, se concluyó la primera 

fase e~{perimental. 

Como pudo comprobarse, el Fe++ es capaz de activar -

la molécula de ceruloplasmina por un efecto posiblemente­

alostérico, el cual no se da con el Fe+++(37). La ortof~ 

nantrolina cumple con la función de evitar este efecto de 

aceleración de la reacción de ceruloplasmina. con DPD, - -

siempre y cuando el Fe++ no llegue a una concentración ffii! 

yor a 0.4 µMolas/0.1 ml de suero, la cual difícilmente se 

tendría en las condiciones experimentales usadas, ya que­

se tiene el reporte (60), de que el suero de conejo aném1 

co contiene un máximo de 0.012 pMolas de Fe++¡o.1 rol de -

suero. 
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TABLA V I I 

EFECTO DE LA AParRANSFERRINA SOBRE LA ACTIVIDAD DE CERULOPLAS­

MINA. 

* MUESTRA ACTIVIDAD 

(Absorbancia a 550 nm) 

suero 0.136 

0.133 Suero+ 0.4 mg apotransferrina 

* 
Las muestras se corrieron por duplicado. 

Se utilizó el método de cuantificaci6n de actividad de ceru­

loplasmina de curzon modificado. 
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Por otra parte, el cobre no es capaz de modificar la 

actividad de ceruloplasmina sobre DPD, aunque es capaz de 

reaccionar con este sustrato. Consideramos que las pre-­

cauciones que se toman al preparar los reactivos y el ma­

terial para la determinación de la actividad de cerulopla~ 

mina son suficientes para eliminar las t~azas de cobre -­

que pudiera haber en ellos, y que aún cuando el suero 11~ 

vara el doble de la concentración de cobre que suele lle­

var unido a ceruloplasmina, éste no interferiría con la -

reacción. 

Pudimos ver también que el EDTA es un· inhibidor de -

la actividad de ceruloplasmina, y que este efecto posibl~ 

mente se debe a una interacción directa con el cobre de -

la enzima. 

Finalmente, vimos que las muestras de suero y plasma 

de conejo almacenadas bajo congelación por un mes conser­

varon la actividad de ceruloplasmina sin cambio aún en -­

ausencia de inhibidor de la plasrnina. Esto nos permiti6-

llevar a cabo las cuantificaciones de la actividad de ce-
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ruloplasmina del suero de conejos anémicos sin necesidad­

del uso de inhibidor de plasmina. 

II. - INDUCCCION DE LA ANEMIA A CONEJOS. 

a.- Valores hematológicos. 

En la segunda fase de este trabajo se indujo la ane­

mia a conejos de la manera descrita anteriormente y se ºE 

tuvieron para cada día de sangrado los valores hematol6g1 

cos correspondientes al. número de células rojas, hemoglo­

bina y hematocrito. Las gráficas siguientes, que descri­

ben la cinética de estos parámetros durante el sangrado,­

fueron ajustadas en su parte recta por el método estadís­

tico de mínimos cuadrados. 

En la gráfica 6 se puede observar que el número de -

células rojas disminuye a menos ·de la mitad debido al san 

grado para el día 5, y que a partir del día 6 éste ya no 

baja más, sino que se mantiene constante a lo largo del -

sangrado hasta el día 14 en que se terminó el experimento. 
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Gráfica 6.-Variación en el número de células rojas del 

conejo durante los días de sangrado. se han ajustado dos 

rectas por minimos cuadrados y se muestran los puntos ex 

perimentales con su desviación standard. 
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En la gráfica 7 se observa que la concentración de -

hemoglobina sigue una cinética similar al número de célu­

las rojas, aunque tiene la tendencia a subir un poco del­

día 5 al 14, y el de la gráfica 8 se puede ver que el he­

matocrito disminuye también., aunque se estabiliza antes,­

ª partir del día 3. 

Si se combina el hematocrito con el número de celu-­

las rojas (Htc/No. cels. rojas X 10), se obtiene el volu­

men celular (volumen corpuscular medio o MCV, en micras -

cúbicas) y, como se puede ver en la gráfica 9, éste se 41 

crementa a partir del primer día de sangrado de un valor­

rnedio de aproximadamente 60 µ3 hasta llegar a estabiliza! 

se el día 6 en un valor medio de 87 µ3 , con lo que se ve­

un incremento en el volumen celular de aproximadamente un 

50%. 

La concentración de hemoglobina por célula también -

se incrementó rápidamente, y siguió haciéndolo durante tQ 

do el experimento, como puede verse en la gráfica 10 que­

combina la concentraci6n de hemoglobina (gr/100 ml) con -
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Gráfica 7.- Variación en la concentración de hemoglobina 

del conejo durante los dias de sangrado, se han ajustado 

dos rectas por minimos cuadrados y se muestran los puntos 

experimentales con su desviación standard. 
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Gráfica 8.- Variación en el hematocrito del conejo durante 

los dias de sangrado. Se han ajustado dos rectas por míni­

mos cuadrados y se muestran los puntos experimentales con 

su desvia~i6n standard. 



90 

120 

('I) 

~ 

~ 

l 
1 

<O 

r ::J 
o 

J l J J 
J 

J l en 8 ::J 
Q. ... o 
o 

e: 
Q) 

1 E 
::J 

o 
> 

40 

o 4 8 12 

Olas de sangrado 

Gráfica 9.-Variación en el volumen de los eritrocitos del 

conejo durante los dias de sangrado. El volumen celular 
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3 por rrun • 
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el número de células rojas. 

b.- Actividad de ceruloplasmina del suero. 

Se determinó también la actividad de ceruloplasmina­

en el suero de los conejos para cada día de sangrado. En 

la gráfica 11 se muestra este parámetro para los cuatro -

conejos de manera individual. Los niveles de actividad -

de ceruloplasmina se mantienen dentro de un mismo rango -

en los días 0,1 y 2, y a partir del día 3 para algunos y-

4 para otros,-se empiezan a elevar. La elevación va se-

guida de un descenso y de esta manera se hacen ciclos que 

tiene una duración diferente para cada conejo. Los ci--­

clos, además, no se encuentran en fase. 

En la tabla VIII y en la gráfica 12 se ve la tenden­

cia general de los conejos, promediál'Ídose la actividad de 

ceruloplasmina de todos para cada día. Se puede ver nue­

vamente que no hay variaciones notables entre el día O y-

3, y que a partir del día 4 se inician ciclos de ascenso­

y descenso en la actividad de ceruloplasmina, los cuales-
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Gráfica 11.-Actividad de ceruloplasmina del suero de 

conejos anémicos durante el sangrado. Se grafican in­

. dividualmente a los cuatro conejos que participaron en 

el exr,.~rimento. 
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TABLA VI I I 

ACl'IVIDAD DE CERULOPLASMINA EN SUERO DE CONEJOS DURANTE -

LOS DIAS DE SANGRADO. 

DIA ACl'IVIMD * s cv 
(Absorbancia a 550 run) 

o o. 091 0.020 22.83 
l 0.089 0.027 30. 6% 
2 0.087 0.024 28.2% 
3 o. 092 0.037 40.2% 
4 0.126 0.035 27.6% 
5 0.104 0.028 27.3% 
6 . 0.120 0.030 25.1% 
7 0.114 0.016 14.5% 
8 0.087 0.011 12.7% 
9 0.131 0.037 28. 5% 
10 0.164 ·o. 019 11.8% 
11 0.142 0.001 1.2% 
12 0.121 0.014 12.1% 
13 0.106 0.028 26.5% 
14 o. 076 0.016 21.1% 

* Todas las muestras se corrieron por duplicado. 

En todas estas cuantificaciones se utilizó el método -

modificado de curzon. 
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Gráfica 12.-Actividad de ceruloplasmina en el suero de co­

nejos anémicos dJ.rante el 'sangrado. Se han promediado los 

valores de cuatro conejos. Se indican con 0 los valores 

significativamente diferentes al dia cero con p (o. 001. 
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tiene intervalos de aproximadamente tres días. 

Se puede ver que las desviaciones standard para cada 

punto de esta gráfica promedio son bastante grandes, y -­

eso se debe a que los ciclos de ascenso y descenso en la­

concentraci6n de ceruloplasmina van desfasados en los co­

nejos y no tiene la misma duraci6n. Sin embargo, algunos 

días en que la mayoria de los ~onejos coinciden en elevar 

su concentración de ceruloplasmina son significativamente 

diferentes del. día cero con un p(O. 001 (Prueba de "t" -

de student modificada para muestras pequeñas). Estos 

días son el 10 y el 11, en que hay el mayor pico de con-­

centraci6n de ceruloplasmir.a. 

c.- concentración de hierro sérico. 

se midió también la concentración de hierro sérico -

para los cuatro conejos experimentales durante los días -

de sangrado. Los valores individuales se muestran en la­

.gráfica 13 y en promedio en la gráfica 14 y tabla IX. 
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Gráfica 13.-Concentración de hierro sérico en conejos hechos 

anémicos por sangrado. Se grafica individualmente a los cua­

tro conejos que participaron en el experimento. 
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TABLA IX 

CONCENTRACION DE HIERRO EN SUERO DE CONEJOS DURANTE LOS -

DIAS DE SANGRADO. 

DIA HIERRO ¡i9/ml s .cv 

o 2.36 0.33 14.3% 
l l. 68 0.46 27.3% 
2 2.36 o. 21. 8.7% 
3 2.24 0.44 20. 0% 
4 l. 82 0.41 22. 9% 
5 2.31 1.07 46. 5% 
6 2.12 1.04 49.2% 
7 2.32 1.23 53. 0% 
a 2. 72 0.31 11.7% 
9 2.35 0.78 33.5% 
10 2.91 0.20 7.0% 
11 3.02 0.17 5. 9% 
12 3.11 0.22 7.1% 
13 2.76 0.97 35. 2% 
14 3.12 0.14 4.5% 

• 
Todas las muestras se corrieron por duplicado. 
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Como puede observarse, hay una disminución en los ni 

veles de hierro sérico después del primer día de sangrado 

(Día 1), seguida de una recuperación inmediata y de ci--­

clos de ascenso y descenso de magnitud y amplitud difer~ 

tes para cada conejo. 

En la gráfica promedio se ven estos ciclos de ascen­

so y descenso, y se ve un a~ento general de alrededor de 

un 30"/o en la concentración de hierro sérico del día 10 en 

adelante con respecto al día cero. Las desviaciones stan 

dard para. cada punto de la gráfica promedio son altas de­

bido a la gran variabilidad individual y al desfasamiento 

de los ciclos, y por esta razón la diferencia entre los -

puntos experimentales y el día cero no es significativa -

estadísticamente. 

Sin embargo, y como se verá posteriormente, experi-­

mentos previos re.alizados por Gabriel Pulido (60), con 11 

conejos a los que se midió entre otros parámetros la con­

centración de hierro sérico, demuestran que ésta varía dg 

rante la anemia en ciclos muy similares a los obtenidos -
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para los cuatro conejos de este experimento. 

Si se relaciona 'la concentración de hierro en el su~ 

ro con la de ceruloplasmina, se ve que existe cierto para­

lelismo en el aumento en la concentración de hierro séri­

co con algunas horas de desfasamiento. 

Para el conejo 8.1 (gráfica 15), parece haber 24 ho­

ras de desfasamiento entre la salida de ceruloplasmina y­

la salida de hierro a la circulación, aunque no se nota -

la proporcionalidad entre la magnitud del aumento en cer~ 

loplasmina y el del hierro. 

Para el conejo 8. 6 (gráfica 16), la salida de hierro­

ocurre de 24 a 48 horas después del aumento en cerulopla~ 

mina, mientras que para el conejo 8.5 (gráfica 17), el -­

desfasamiento es de 72 horas, excepto para el primer pico 

de hierro, que no se ve relacionado con un pico de.cerul~ 

plasmina. 
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El conejo B.4 (gráfica 18), se comport6 de manera -­

diferente a los demás, ya que a lo largo del sangrado no­

elev6 sus nive1es .de hierro sérico con respecto al día c~ 

ro. Se observan subidas leves en los niveles de hierro,­

y éstas se dan 24 horas después de aumentos en cerulopla~ 

mina de diversas magnitudes. El día 10, este conejo baj6 

su concentración de hierro sérico a cero y murió al día -

siguiente. 

Se obtuvieron coeficientes de correlación para la c~ 

ruloplasmina y hierro de cada conejo desfcmado los valo-­

res de hierro 1, 2 y 3 días con respecto a la ceruloplas­

mina. 

como se puede ver en la tabla X, los coeficientes de 

correlación no son muy altos. Esto puede deberse a que -

el aumento en la concentración de hierro sérico que se da 

después de un aumento en la actividad de ceruloplasrnina -

no es siempre proporcional a este último. 
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TABLA X 

CORRELACION ENTRE LA ACrIVIDAD DE CERULOPLASMINA y LA co~ 

CE}.J'"TRACION DE HIERRO EN SUERO DE CONEJOS DURANTE EL SAN-­

GRADO. 

CONEJO COEFICIENTE DE CORRELACION. 

l día desf. 2 días desf. 3 días desf. 

8.1 0.421 0.140 

8.4 0.506 0.072 

8. 5 0.049 0.030 0.429 

8#6'" 0.378 0.387 
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El promedio de actividad de ceruloplasmina y de con­

centraci6n de hierro séricos para cada día de sangrado de 

los cuatro conejos nos da valores que se pueden correla-­

cionar. Se calcularon los coeficientes de correlación -­

desfasando O, 1, 2 y 3 días los valores de hierro con re~ 

pecto a los de ceruloplasmina y se obtuvieron los datos -

que se muestran en la Tabla XI. 

Se encontr6 que para 1 día de desfasamiento el coef1 

ciente de correlación es significativamente diferente de­

cero, es decir, que hay una p(0.01, de que la correla--­

ci6n se deba al azar. 

Por otra parte, es experimentos previos realizados -

en el Laboratorio de Biología Molecular de la Facultad de 

Ciencias UNAM por el Biól. Gabriel Pulido cejudo (60), se 

tienen datos acerca de la variaci6n en los niveles de hi~ 

rro sérico en los conejos sujetos a anemia crónica induc1 

da por la extracción diaria de lO'ml de sangre p6r kilo-­

gramo de peso. Se tienen los datos para 11 conejos rna--­

chos o hembras durante 15 días de sangrado, y éstos se --
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TABLA XI 

CORRELACION ENTRE LOS VALORES DE HIERRO Y DE CERULOPLAS-­

MINA PARA LOS CONEJOS HECHOS ANEMICOS POR SANGRADO. 

Días de desfasamiento 

o 

l 

2 

3 

-coeficiente de correlación 

0.192 

0.684 

0.596 

0.502 
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muestran en promedio en la gráfica 20 y en la Tabla XII. 

Nuevamente vemos que las desviaciones standard para­

cada punto de la gráfica son muy grandes y ésto se debe a 

que los conejos elevan su concentraci6n de hierro sérico­

en ciclos de duraci6n diferente y desfasados unos con re~ 

pecto .a otros. Sin embargo, algunos días en que hay ma-­

yor concentraci6n de hierro sérico son significativamente 

diferentes al día cero debido al mayor número de datos -­

promediados en cada día. Los días significativamente di~ 

ferentes al día cero con una p(0.01 son el 8, 12 y 13. 

Se tomaron los promedios en la concentración de hie­

rro sérico para estos 11 conejos durante los 15 días de -

sangrado y se correlacionaron con los promedios de activi 

dad de ceruloplasmina de los 4 conejos con que se trabajó 

en esta ocasi6n. La correlación se obtuvo tomando los ~ª 

tos directamente, es decir, sin desfasarlos y también de~ 

fasando 1, 2 y 3 díao los datos de hierro con respecto a 

los de ceruloplasmina. Los resultados se muestran en la­

Tabla XIII. 
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T A B L A X I I 

CONCENTRAC::ION DE HIERRO SERICO DURANTE LA ANEMIA INDUCl-

DA EN CONEJOS. 

DIA '49 Fe/ml x* s cv 

o 2.09 o .. 4o 19.2% 
l 2.31 0.45 19.5% 
2 2. 39 0.48 20.2% 
3 2.37 0.67 28.2% 
4 2.60 0.71 27.5% 
5 2.75 1.14 41.4% 
6 2.57 0.75 29.2% 
7. 2.73 0.99 36.5% 
8 3.26 0.74 22.7% 
9 2.74 1.06 38.6% 
10 2. 54 1.03 40.5% 
11 3.10 1.13 36.4% 
12 3.07 0.98 32.1% 
13 3.14 1.01 32.3% 
14 2.69 0.78 28.~ 

15 2.54 1.18 . 46.5% 
16 2.55 l. 00 39 .. 2% 

* Se muestra el promedio de 11 conejos. 
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Gráfica 20.-Concentración de hierro sérico en conejos 

durante la anemia inducida. se marcan los dias signif!, 

cativamente diferentes del dia cero con una p(0.01 (E)). 
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TABLA X I I I 

CORRELACION ENTRE HIERRO SERICO PARA 11 CONEJOS Y CERULO­

PLASMINA SERICA DE 4 CONEJOS DURANTE IA ANEMIA INDUCIDA. 

Días de desfasamiento COeficiE11te de correlación 

o 0.106 

1 0.640 

2 0.731 

3 0.367 
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La correlación para 1 y 2 días de desfasarniento es -

significativa, con una p(0.01. 

Tomando en cuenta los datos obtenidos tanto de los -

conejos tratados en este experimento, corno de experimen-­

tos anteriores, se puede pensar en una posible relación -

entre el incremento en los niveles de ceruloplasmina y la 

salida de hierro al suero 24 horas después. 
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D I S C U S I O N 

En la primera serie de experimentos realizados como­

parte de este trabajo, se intentó caracterizar la reac--­

ción de oxidación del DPD (dimetilparafenilendiamina) por 

la ceruloplasmina, reacción que es utilizada en la cuant! 

ficaci6n de la actividad enzimática de esta proteína. 

Se pudo constatar que el Fe++ es un activador de la­

ceruloplasmina que se une a ella aumentando su afinidad -

por sus sustratos, en este caso el DPD. La ceruloplasmi­

na se comporta así como una enzima alostérica que es regg 

lada por el Fe++ que parece ser su principal sustrato. 

Cabe entonces la posibilidad de que hormonas como -­

noradrenalina, adrenalina y serotonina, que in viJ:!.Q. han 

probado ser susceptibles de OJ:idaci6n por ceruloplasmina­

y que parecen estar reguladas por ella, como lo dernues--­

tran experimentos en los que drogas o tranquilizantes - -

afectan la actividad catalítica de la ceruloplasmina so-­

bre ellas, vendrían· a ser indirectamente reguladas por la 
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concentración de Fe+t que pudiera activar a la cerulopla~ 

mina. 

Esto, claro, tendría que basarse en la suposición de 

que hubiera Fe++ libre o disponible en el suero para lle­

var a cabo esta regulación. Habría que demostrar enton-­

ces la existencia de Fe++ "libre" o no unido a transferri 

na en el suero en situaciones que exigieran un aumento en 

la actividad catalítica de la ceruloplasmina sobre estas­

hormonas, como por ejemplo al elevarse sus niveles debido 

a. situaciones de alarma. 

Por otra parte, se vió que el Fe+++, contrariamente­

ª lo sugerido por curzon, no es capaz de oxidar directa-­

mente al DPD, y no es un activador de la ceruloplasmina -

corno lo es el Fe++. El Fe+++ difícilmente se encuentra -

libre en solución, ya que es susceptible de formar hidró­

xidos insolubles por lo que es poco probable que cumpla -

con la función de activador de la ceruloplasmina en candi 

ciones fisiológicas. 
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con respecto al cu++, los resultados expuestos ante­

riormente demuestran que no tuvo efecto sobre la reacción 

de ceruloplasmina con DPD. El cu++, como se había menci2 

nado antes, es incorporado a la ceruloplasmina en. el híg~ 

do, que es el sitio donde se sinteriza esta enzima. va-­

rios experimentos demuestran que la cerulopiasmina es in­

capaz de incorporar cobre a su molécula después de salir­

ª la circulación. 

El cobre por sí solo es capaz de oxidar al DPD, pero 

únicarnentf;:! en muy altas. concentraciones y aún así no· lo-­

gra una oxidación completa de este sustrato, lo cual de-­

muestra que la oxidación del DPD es debida a una reacción 

enzimática específica en la que interviene tanto la parte 

peptídica de la enzima como el cobre Unido a ella en su -

centro activo. 

El EI:ll'A, reportado corno inhibidor de la ceruloplasmi 

na, parece funcionar corno quelante del cobre unido a esta 

enzima, disminuyendo así su actividad enzimática hasta en 

un 82%. cabe mencionar que este efecto se da únicamente-
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a muy altas concentraciones del EDI'A, lo cual implica que 

el cobre removido de la ceruloplasmina se encuentra firm~ 

mente unido a ella y que no es fácilmente disociable. E~ 

to concuerda una vez más con la idea de que la cerulopla~ 

mina no libera su cobre fácilmente al salir a la circula­

ción y que si es que tiene la función de transportar co-­

bre a ciertos tejidos, lo entrega incorporándose totalmen 

te a ellos. La vida media de la ceruloplasmina es de 54 

horas, lo cual es bastante corto comparado con el de otras 

enzimas y podría ser así debido a su rápida incorpración­

a los tejidos en los que libera cobre. 

Por otra parte, el experimento en el que se indujo -

anemia crónica a conejos, condujo a una serie de resulta­

dos que se discutirán a continuación. 

En primer lugar, se obtuvieron los valores hematol6-

gicos para cada día del sangrado, y éstos concuerdan con­

resultados previamente reportados (59), a diferencia de -

otros experimentos similares, se observa una menor dispe~ 

sión en los datos individuales debido quizás a la homoge-
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neidad de los conejos utilizados en este experimento. 

Estos conejos, nacidos en el bioterio de la Facultad 

de Ciencias, UNAM, provenían de una madre que se .había -­

comportado como buena productora de sangre en experimen-­

tos anteriores de inducción de anemia .crónica, y, al par~ 

cer, heredaron esta característica, ya que respondieron -

a la anemia produciendo más hemoglobina y células rojas -

que el promedio de conejos ha~ta entonces analizados. 

Puede observarse, sin embargo, que el aumento en la pro-­

ducción d~ hemoglobina no se da en la misma proporción 

que el awnento en el número de eritrocitos, por lo que al 

combinar ambos parámetros para obtener la cantidad de h~ 

rnoglobina por célula (MCH), se ve que ésta aumenta consi­

derablemente durante todo el experimento. 

Esto nos indica que hay factores limitantes en la -

producción acelerada de sangre,· y que estos factores ac-­

túan a distintos niveles. En este caso, tal parece que -

la producción de células, que depende del número de célu­

las progenitoras que se están multiplicando y de la sínt~ 
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sis de ácidos nucleicos, está más limitada que la produc­

ción· de hemoglobina que depende del aporte de hierro y de 

la síntesis de las cadenas de globina. 

Con respecto a la cer.uloplasmina, pudimos ver que el 

astí.mulo de la eritropoyesis producido por el sangrado 

provocó un cambio en los niveles de esta enzima. 

como se observa en la gráfica 12, no hubo un cambio­

en la actividad de ceruloplasmina durante los primeros -­

cuatro días de sangrado (0;3), lo cual apoyaría la idea ~ 

de que la ceruloplasmina no es una proteína reactante de­

fase aguda (APR) , porque si lo fuera se habría notado un­

aumento inmediato en su concentración. 

A partir del quinto día de sangrado (día 4), se ob-­

serva el aumento en la actividad de ceruloplasmina en fo~ 

ma cíclica, es decir, que hay aumento y descenso en la ªE 

tividad de ceruloplasmina en ciclos que en promedio duran 

de dos a tres días. 
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Esta variaci6n en la actividad de ceruloplasrnina es­

cornparable a los cambios en concentración de hierro séri­

co durante la anemia, los cuales se dan también de manera 

cíclica. Como se mencionó anteriormente, el aumento en -­

la concentración de hierro sérico parece darse en prome-­

dio un día después del aumento en la concentración de ce­

ruloplasmina circulante, y estadísticamente la correla--­

ción para un día de desfasamiento entre la salida de cery 

loplasmina a la circulación y el aumento en la concentrª 

ción de hierro sérico es significativa, tanto para los -­

cuatro conejos con los que se trabajó en este experimento 

y a los que se midió ceruloplasmina y hierro séricos, co­

mo para once conejos utilizados en experimentos previos a 

los que se midió únicamente hierro sérico. 

El cambio en la actividad de ceruloplasmina y de hi~ 

rro de manera cíclica y con un día de desfasamiento po--­

dría deberse a la siguiente serie de eventos: 

a) El sangrado diario estimula la eritropoyesis y -

con ello la s'!ntesis de hemoglobina. 
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b) El incremento en la síntesis de hemoglobina hace 

que se requiera de un mayor aporte de hierro por parte de 

la transferrina a los sitios hemotopoyéticos. 

c) Disminuye entonces la cantidad de hierro en la -

circulación y se produce una señal que indica la necesi­

dad de un aumento en la tasa de liberaci6n de hierro de -

los sitios de almacenamiento para su incorporación a la -

transferrina. 

d) La señal estimula la salida de ceruloplasmina a­

la circulación o de alguna manera hace más activa a la c~ 

ruloplasmina circulante, y al aumentar la actividad de es 

ta enzima en el suero se libera más hierro de los sitios­

de almacenamiento, con lo que aumenta la concentración de 

hierro en el suero llegando a un máximo 24 horas después. 

e) cesa entonces la señal que provocó el aumento en 

actividad de ceruloplasmina y disminuye la actividad de -

ella en el .puero. 



124 

f) La disminuci6n en la actividad de ceruloplasmina­

hace que baje la tasa de liberación de hierro de los si-­

tios de almacenamiento, y, al mantenerse el estímulo de -

la eritropoyesis por el sangrado, sigue habiendo una alta 

incorporación de hierro en hemoglobina, por lo que dismi­

nuye de nuevo la concentración de hemoglobina en suero y­

se produce la señal para el aumento en la actividad de c~ 

ruloplasmina, iniciándose así un nuevo ciclo. 

La señal que provoca el aumento en la actividad de -

cerulopla~mina podría s~r el aumento en los niveles de -­

apotransferrina, ya que, en experimentos previos al des-­

crito en este trabajo se ha medido la cantidad de transf~ 

rrina y de hierro séricos en conejos durante la anemia, y 

se observan cambios cíclicos en la saturación de transfe­

rrina, lo cual podría indicar que durante la anemia la 

concentración de apotransferrina varía. '(Gráficas 21 y 22) 

Durante los tres primeros días de sangrado, la satu­

ración de la transferrina aumenta debido a la disminución 

en la concentración de esta proteína en el suero, míen---

• 
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Gráfica 21.-Concentración de transferrina del suero de 

conejos durante la anemia inducida por sangrado diario. 

se muestra el promedio de once conejos. 
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Gráfica 22.- Saturación de la transferrina del suero de 

conejo durante la anemia inducida por sangrado diario. 

se muestra el promedio de once conejos. 
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tras que los niveles de hierro no varían apreciablemente. 

Esto·podría explicar el que los niveles de ceruloplasmina 

se mantengan constantes durante estos primeros días. 

Posteriormente, la saturación de la transferrina co­

mienza a disminuir debido a un aumento desporporcionado -

en la concentración de transferrina y de hierro en el su~ 

ro, es decir, que aumenta en mayor medida ·la concentra---

ción de transferrina que la de hierro. Posiblemente la 

ba.ja saturación de la transferrina, que podría considera_f'. 

se con un aumento en los niveles de apotransferrina, esti 

mula la salida de ceruloplasmina la circulación. 

La saturación de la transferrina varía a lo lar90 -­

del sangrado en forma cíclica, observándose una tendencia 

a alcanzar niveles bajos que se mantienen aproximadamente 

en · un 50"/o de saturación hacia los últimos días del san-­

grado. La ceruloplasmina, en respuesta, se incrementa en 

mayor medida hacia los últimos días del sangrado~ 

Si se correlacionan los valores de saturaci6n de la 
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transferrina con los de actividad de ceruloplasrnina duran, 

te la anemia desfasando estos últimos un día con respecto 

a los primeros, se obtiene un coeficiente de correlaci6n­

de - 0.590, con una p<o.01. Esto parece indicar que -­

hay una relación inversa entre la saturación de la trans­

ferrina y la concentración de ceruloplasmina, y apoya la­

hipótesis de que la disminución en la saturación de la -­

transferrina es la sefial que provoca el aumento en la ac­

tividad de ceruloplasmina del suero durante la anemia. 

Cabe mencionar que en el experimento descrito en es­

te trabajo no se midió la concentración de transferrina -

en el suero a los conejos a los que se indujo la anemia,­

por lo que la estimulación de la actividad de ceruloplas­

mina debida a una disminución en la saturación de la -

transferrina debe tomarse con reservas, mientras no se h.2, 

ga un experimento en el que se induzca anemia crónica a -

conejos por sangrado diario y se mida actividad de cerulo 

plasmina y concentración de hierro y transferrina séricos 

para cada día. 
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Por otra parte, se puede decir que los datos obteni­

dos para cada uno de los parámetros que se midieron en e~ 

te experimento muestran una gran dispersi6n al promediar­

se, es decir, que se tienen desviaciones standard muy al­

tas en todas las gráficas promedio, lo cual se debe a la­

variabilidad biológica que se.da en experimentos con bajo 

número de muestras. 

Estas desviaciones podrían quizás disminuir si se h,! 

cen experimentos que abarquen un mayor número de indivi-­

duos aunq~e para ello d~ban salvarse ciertas dificultades 

técnicas, como lo es la obtención de los valores hematol~ 

gicos para cada día de sangrado. 
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R E S U M E N 

Los experimentos que se describen en este trabajo --

nos permitieron conocer un poco acerca de las caracterís-

ticas de la enzima ceruloplasmina, la cual es una ferroxi 

dasa que es activada por su propio sustrato principal, el 

Fe++, para actuar sobre otros sustratos corno el DPD. Es-

+ . # ta activación .no se da con el Fe ++ ni con el cu . La-

apotransferrina no causó efecto alguno sobre la actividad 

de la enzima, lo cual indica que en las condiciones en --

que se trabajó la enzima no contenía Fe++ pegado a su mo-

lécula; el EIJI'A, en cambio, a muy altas concentraciones -

inhibió la actividad de la enzima, posiblemente quelando-

parte del cobre de su centro activo. 

Durante la anemia se dan ascensos y descensos en la-

actividad de ceruloplasmina en el suero a partir del cua~ 

to día de sangrado, en respuesta quizás a una mayor nece-

sidad de salida de hierro de los sitios de almacenamiento. 

La ceruloplasrnina, al parecer, provoca la salida de hierro 

a la circulación 24 horas después de haber aumentado su -
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actividad en el suero. 

Se propone a la apotransferrina como un posible fac­

tor que induce el aumento en la actividad de ceruloplasm! 

na en el suero. 
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