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ANTECEDENTES

La sangre es un liquido precioso para la vida. De -
ella depende un aporte adecuado de oxigeno y matérias nu-
tritivas para las células; transporta agua y electrolitos,
con lo que mantiene el volumen de liquido corporal y el -~
va. La sangre transporta hormonas y enzimas, con lo que
participa en la defensa del organismo conéra los microor-

ganismos.

S§n miltiples 198 componentes de la sangre, desde cé
lulas de diversos tipos hasta proteinas y metabolites,. -
todos los cuales tienen un papel especifico e importante-
en el mantenimiento de la homeostasis del organismo. Uno
de los principales elemehtos que intervienen en la forma-
cién de la sangre en los vértebfados es el hierro, el - =~
cual se encuentra unido a una proteina que lo almacena --
llamada ferritina. El hierro almacenado es utilizado en
gran medida para la sintesis hemoglobina, la proteina en-

cargada del transporte de oxigeno en la sangre. Para que

el hierro llegue a los sitios en donde se lleva a cabo -



la sintesis de hemoglobina, es necesario liberarlo de la-
ferritina y hacerlo disponible para la transferrina, pro-

teina encargada de su transporte.

El hierro es liberado por la ferritina en forma de -
ién ferroso, y la transferrina lo transporta en forma de
ién férrico. Existe una controversia acerca de la forma-
en que el hierro es in;orporado a la tranéferrina, ya que,
mientras algunos autores indican gue la ceruloplasmina -
~proteina con actividad de oxidasa- es necesaria para -~
oxidar el hierro, previo a su incorporacién a la transfe-
rrina, otros mantienen que la presencia de agentes guelan
tes del hierro como citrato y EDTA, asi como el oxigeno -
libre, son suficientes para que la oxidacidn e incorpora-
cidén de hierro a la transferrina se logre 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 establecid gque existe una relacién entre los -

metabolismos del cobre y del hierro cuando se descubrib -



que animales sujetos a una dieta deficiente en cobre desa
rrollaan 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 formacidn y re~
gulacidn de ia sangre. El1 1éboratorio de Biologfa Molecu
lar de la Facultad de Ciencias, donde se desarrolld el --
presentg trabajo, tiene como objetivos estudiar el metabo
lismo del hierro y la formacidén de la sangre, tanto desde
el punto de 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 1la ane=-
mia a conejos por la remocidn diaria de sangre. Esto es-
timula notablemente la eritropoyesis y permite el andli--
sis de los cambios que ocurren a nivel celular y molecu--

lar en el organismo tratado.

Uno de los factores limitantes para la elevada pro--

duccidn de eritrocitos es el aporte adecuado de hierro, -



indispensable para la sintesis de hemoglobina. En el pre-
sente trabajo me he interesado por conocer el cqmporta-—;
miento de la ceruloplasmina a lo largo de la anemia indu-
cida en el conejo para elucidar el posible papel gue jue-

ga esta proteina dentro del metabolismo del hierro.

A continuacidén se preseﬁta un resumen general de las
proteinas gue contienen cobge, para hablar después especi
ficamen;e de la ceruloplasmina: sus caracteristicas, su -
actividad catalitica y sus funciones bioldgicas, en espe-

cial la de movilizacidn de hierro.



INTRODUCCTION

I. METABOLISMO DEL COBRE.

a.- Importancia del cobre para la vida.

El cobre es un elemento familiar para nosotros por -
el uso gue le ha dado el hombre desde tiehpos prehistdéri-
cos, sin embargo, no fue sino hasta hace unos doscientos-~
afios gue se descubridé su preéencia en la materia viva. -
Sin el cobre, que es un bioelemento, los animales y plan-
tas no existirian; prueba de ello son las zonas de la Tig
rra carentes de cobre disponible gque son incapaces de man

tener la vida animal o vegetal.(l)

La concentracidn en que el cobre se encuentra en los
organismos es minima -del orden de miligramos para los =
humanos~, sin embargo, su cardcter de cofactor de algunas

enzimas importantes, lo hace indispensable.

El cobre posee ciertas caracteristicas quimicas que-



lo hacen efectivo como agente bioldgico. Estas son, en =
primer lugar, que forma quelatos muy estables con aminod-
cidos o proteifnas, uniéndose con mayor fuerza que otros =
metales. En segundo lugar, el cobre tiene varios estados
de ionizacidn que favorecen sus funciones metabdlicas; --
puede existir como dtomo libre neutro..como:idn cuprose o
comp clprico, y puede pasar ae un estado de ionizacidn a-
otro por adicidén o liberacién de un electrdn, lo cual 1lo
hace un_magnifico aceptor o donador de electrones. Ade-~
mas, los compuestos con el cobre reducido son fdcilmente=
oxidados por el oxigeno. del aire, con lo que las enzimas-

reducidas recuperan su funcidn con rapidez.
b.- Proteinas del cobre.

Entre las proteinas que contienen cobre como parte =~
de su estructura molecular, hay diversidad de funciones:-
algunas lo transportan (ceruloplasmina), otras lo almace~
nan (metalotioneina), otras actdan en el transporte de --
oxigeno (hemocianina), y la gran mayoria tiene la funcidn

enzimdtica de oxidasa.



El mecanismo por el que actian laé oxidasas varia de
una enzima a otra, pero la caracteristica comin es la re~
duccidn del Cu(II) a Cu(I), con la consiguiente remocidn-
de electrones al sustrato, gue por lo tanto es oxidado. =~
El Cu(I), en la mayoria de los casos es reoxidado por 0O~
a su forma original de Cu(II). El nimero de itomos de co

bre por molécula de enzima puede ser de 1,2, 4 o mi&ximo 6.

En la siguiente tabla se enumeran las proteinas del-
cobre mds importantes, se menciona su funcién y el orga=--

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

TABLA I

PROTEINAS DEL___ - COBRE

PROTEINA SITIO EN QUE SE ENCUENTRA FUNCION
Ceruloplasmina Plasma de vertebrados Ferroxidasa. Oxi

dacidn aminas ~-=-
biogénicas. Trans
porte de Cobre.




Metalotioneina Higado, rifidn, intestino
de vertebrados.

Almacenamiento~-
de Cobre.

Hemocianina Plasma de moluscos y ar-
trépodos.

Transporte de =~
)

Citocromo oxi Practicamente todas las-
dasa. células aerdbicas.

Oxidasa termi--
nal.

Acido ascorbi Mayoria de plantas.
co oxidasa.

Oxidasa (de as~
corbato a dehi-
droascorbato).

Laccasa’ : Arbol de laca.

Oxidacidn de --

aminas aromati-

cas y fenoles -

Posible tipo =~
primitivo de oxi
dasa que prote~-
gia a aerobios -~
tempranos del --
exceso de 0,.

Tirosinasa Insectos, plantas,  --
(monofenol piel, animal, melanoma.
monooxige= '

nasa)

Oxidacidn de ti-
rosina. Forma-=--
cién de pigmen--
tos de la piel.~-
{melanina.

Dopamina P hi- Gldndulas adrenales
droxilasa (Do~

pamina B mono-

oxigenasa)

Biosintesis de -
epinefrina.




Plastocianina Algas, hojas verdes Transferencia de
electrones en la
fotosintesis.

Azurina Bacterias (Bordetella) Oxidacién de - -

agentes reducto-
res, cisteina =--

GSH.
Galactosa Liguen Oxidacién de ga-
oxidasa. lactosa a galac-
.tohexodialdosa.
Amino oxi- Suero animal, higado Oxidacidn de ami
dasas. nas y diaminas =~
' al aldehido co--
rrespondiente.
Formacién de - -
H02.
Lisil oxida Cartilago, aorta, pul=- Oxidacién de re-
sas. mén, oviducto, piel, = siduos de lisina’
tejido granulomatoso. e hidroxilisina-

para terminar la
sintesis de cold
gena y elastina.

*Superdxido Higado, cerebro, eri-- Cataliza dismuta

dismutasa. trocitos. cién de radicales
libres superdxido:
03+03 — 02+Hy09

*Se ha acordado dar este nombre unificado a una serie de ~-
proteinas provenientes de distintos érganos antes llama--
das hemocupreina, hepatocupreina, eritrocupreina y cere--
brocupreina, por tener todas la misma funcidn.



II. CERULOPLASMINA. CARACTERISTICAS GENERALES.

Adentrémonos ahora en el estudio de una de las pro—=-
teinas del cobre gque mds controversias ha provocado y que
es el tema de estudio de este trabajo. Se trata de una -
proteina multifuncional que fué descubierta en 1944 por -
Holmberg y Laurell(g) Yy gue fue nombrada por ellos "ceru-~

loplasmina" lo cual significa proteina azul del plasma.

Esta proteina se encuentra en la fraccién de ®~2 glo
bulinas del suero de mamiferos y posee actividad de oxida

sa.
Entre las principales caracteristicas moleculares de
. la ceruloplasmina del suero humano tenemos las que se - =

muestran en la Tabla II (9-12).

a.- Estado del cobre en la ceruloplasmina.

Adn no se tienen detalles acerca de la forma en que-

el cobre se une a la cadena proteica, aungue ésta unién -



podria darse con los residuos de cisteina (SH), de histi-
dina’ (N) y de metionina. Esto se basa Unicamente en la -
similitud de secuencias de aminodcidos que muestran la --
azurina y la plastocianina coﬁ la ceruloplasmina en la lo
calizacidén de estos aminodcidos. En este sitio se une el
cu(x1) tipo 1, el cual es responsable del color azul de -
otras proteinas como ascorbato oxidasa, laccasa, azurina-

y plastocianina y podia serlo en la cerulbplasmina.

TABLA II

CARACTERISTICA  YALOR

Peso molecular ' 132 000 dalton

No. de cadenas 1

Contenido de cobre B 0.3 0.03% (6 &to--
. mos por molécula)

Estado del cobre por E.P.R, Tipo 1 Cu(Ii) 2 4to-

(espectro de resonancia pa= mos/molécula.

ramagnética) .

Tipo 2 Cu(II) .1 &to-
mo/molécula.

Tipo 3 Cu{Il) 2 &to-
mos/molécula.

Tipo 4 Cu(?) 1 &to~-~
mo/molécula.



Contenido de Carbohidrato

‘Contenido de lipidos

Coeficiente de extincién:

El%

a 610 nm
1l com

E}*_ a 280 nm

pH isoleléctrico

Constante de sedimentacidn
Movilidad electroforética

Concentracién en plasma humano

Nimero de residuos de aminodcido

7-8%

Hexosa 3%, Fucosa 0.2%,
Acetilhexosamina 2.4%,

Ac. sidlico 2.4% (9 ca
denas/molécula).

0

0.69 + 0.01

15.0 + 0.4

4.4

~13cm/seg-

7.1 SHo% X 10 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 dtomos de cobre son detectables

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

de éstos, dos son del tipo 1 Cu(II) y uno del tipo 2 Cu =~

(x1). Los tres Atomos de cobre restantes no son detecta-



bles por EPR, y se péstula gue dos de ellos son del tipo-
3 y que son el par del spin que se acopla a Cu (II) por =
analogia con otras oxidasas azules. El tercer cobre no =~
. detectable por EPR podria ser del tipo 4 cu(I) o‘Cu(II) -

que complete el contenido total de cobre (15).

Generalmente se acepta que s6lo cuatro de los dtomos
de cobre son esenciales para el sitio activo, y gue uno -
de los del tipo 1 y el del tipo 4 son los menos importan-~

tes (10).

b.- Peso molecular de la ceruloplasmina.

En los primeros trabajos de purificacidn y caracteri
zacién de ceruloplasmina $e reporté un peso molecular cer
cano a 150 000. Sin embargo, eﬁ 1969, Magdoff~Fairchild-
(16) reportaron un peso molecular de 132 000 basados en -
estudios de difraccidén de rayos X en ceruloplasmina cris-
talizada. Usando el método de sedimentacidn a egquilibrio,
Ryden (17) reportd un peso molecular de 134 000, y se ha-

aceptado un peso de este rango para esta proteina.



c.- Estabilidad de la cadena de ceruloplasmina.

La posibilidad de que la ceruloplasmina estuviera —-
formada ?or subunidades fue considerada por algunos auto-
res (18), lo mismo que la héterogeneidad de la ceruloplas
mina en un mismo plasma (19). Sin embargo,'en 1971, Ry=--
den (20) demostrSd que los datos anteriores se debian a ma
nipulacién inadecuada de la.proteina durante su purifica=-
cidn, ya que ésta es susceptible al ataque proteolitico =
de la plasmina, proteina del plasma cuya funcidén es la de

romper codgulos,

Las plasmina (21,22) se forma a partir de plasminégg
no, el cual debe ser escindido en un enlace arginina-vali
na en la porcién COOH terminal para dar lugar a dos'cade-
nas, El sitio activo de la plasmina contiene serina e =--
histidina, y tiene especificidad semejante a la tripsina.
Rﬁmpe o hidroliza proteinas y péptidos en el enlace argi-
nil y lisil peptidico y ésteres de aminodcidos bdsicos y=-

amidas.



Utilizando un inhibidor para esta enzima proteoliti-
ca, el Acido epsilon amino caproico (23),.Ryden pudo puri
ficar a la ceruloplasmina en una sola cadena y en una so-
ia variedad. Al incubar esta proteina pura con tripsina-
demostré que se formaban frégmentos similares a los repoxr

tados en la literatura (17,24).

Basdndose en datos inmunogquimicos, waenstein (25) ,~
propuso que la cadena de ceruloplasmina contiene un enla-
ce peptidico 1l3abil que es roto por la proteasa para for--
mar dos péptidos enziméticamente inactivos, con pesos mo-
leculares de 93 000 y 24 000, Después de protedlisis par
cial, la molécula es auin enzimdticamente activa, posible-
mente debido a que los péptidos se mantienen unidos en su
configuracidén nativa pof enlaces intracadena no covalen--
tes. La disociacién y pérdida ae actividad enzimdtica -
ocurre cuando estos enlaces secundarios son escindidos --
por tratamientos fisicos como la electroforesis y la cro-

matografia. en hidroxiapatita o con sustancias como la - =~

urea.



c.~ Biosintesis de la ceruloplasmina.

La biosintesis de la ceruloplasmina se lleva a cabo=-
en el higado. El cobre que es ingerido llega a este 6rga
ho por medio de complejos albimina-cobre o histidiana~co~
bre, y aparece posteriormente-en la circulacién unido a =
ceruloplasmiﬁa en‘unas 24 hofas. ' No se sabe exactamente-
cémo y cuando es insertado el cobre en la proteina, pero-
esto ocurre solo en el higado, ya gue si sale apocerulo--
plasmina a la circulacidn, ésta no es capaz de incorporar
cobre (26). Una vez que llega a la circulacién, la ceru-
loplasmina tiene una vida media de 54 horas en el conejo-
(27), la cual es corta comparada con la de otras protei--
nas del plasma. En ratas se ha estimado una vida media -
de 12 horas, la cual es adecuada en proporcién a la tasa-
de utilizacidn de cobre por sus tejidos. Se ha demostra-
do que la supervivencia de la ceruloplasmina en el plasma
depende de que esté<in£acto su contenido de &cido sidlico
(27). La desializacién de la ceruloplasmina con neurami-~
nidasa reduce la vida media de la Qsialoceruloplasmina a=-

menos de media hora.



e,~ Variacidén en los niveles de ceruloplasmina en el

plasma.

La concentracién de ceruloplasmina es baja en la ra-
ta neonata, pero se incrementa casi 15 veces hacia la ter
~cera semana de vida (4), y a partir de entonces aumenta -
gradualmente. De manera similar, la concentracidn 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 concentracién de ceruloplasmina no varia

apreciablemente (28).

En animales normocuprémicos y en los que tienen nive
les elevados pero subtéxicos de cobre hepatico, se sinte-
riza y libera ceruloplashina a la circulacién en forma ==
constante, pero cuando la concehtracién del cobre hepati-
co alcanza un nivel critico, la sﬁntesis de esta proteina

.

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-



vado que los esteroides de las gldndulas adrenales incre-
mentan la excrecidn biliar del cobre, con lo gque disminu-
yen la concentracidén de cobre hepitico y con ello la sin-
tesis de ceruloplasmina. Concordantemente con lo ante~=-
fior, los animales ad;enaleCtomizados elevan significati-~
vamente sus niveles de ceruloplasmina, ya que al haber po
ca excrecién.biliar de cobre; la concentracidn de éste en
el higado aumenta (30). La hipofisectomia trae consigo =~
resultados similares a la adrenalectomia (9), sin embargo
la administracidén de ACTH a ratas hipofisectomizadas, o -
corticosterona a animales adrenalectomizados evita el in-

cremento en los niveles de ceruloplasmina.

Meyer (31), observa un incremento en la concentra---
. cidén de ceruloplasmina en el suero de ratas después de la
administracion de epinefrina, lo cual hace pensar en una-
relacidn entre la hormona y la proteina. En apoyo a lo -
anterior se ha visto que las ratas adultas elevan su con-
centracién de ceruloplasmina después de estar sujetas al~

stress del ejercicio exhaustivo (32).



f.- la ceruloplasmina como proteina reactante de fa-

se aguda.

Varios investigadores consideran a la ceruloplasmina
como una proteina reactante de fasé aguda (APR). Gordon-
(33), menciona que en pacientes sometidos a cirugia menor
la concentracién de ceruloblasmina se eleva en un 24%; ~--
sin embargo, aclara que se ha demostrado éue la concentra
cién de la gran mayoria de proteinas del plasma se incre-
menta por trauma en mayor o menor grado, y que, por lo --
tanto, no se puede t;azar una linea divisoria entre las -

proteinas de fase aguda v las que no lo son.

III. LA ACTIVIDAD CATALITICA DE LA CERULOPLASMINA,

Vamos a analizar ahora la capacidad de la ceruloplas

mina para actuar como oxidasa, mencionando los distintos-

sustratos que puede atacar.

Mc Dermott (34), propuso 3 grupos principales de sus



tratos para describir la accién de oxidasa de la cerulo--

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

2.~ Un extenso grupo de aminas aromdticas y fenoles-
gue no depenaen de trazas de iones de hierro para su acti
vidad. Este grupo incluye a la epinefrina (adrenalina),-
norepingfrina (noradrenalina), 5-hidroxiindoles (serotoni

na), fenotiazinas, dopamina y fenildiaminas.

3.~ Agentes reductores que pueden reducir rapidamen=-
te a Fe (III) como ascorbato, tioglicolato, cisteina, fe-
rrocianato y DOPA. Estos compuestos no son directamente-
oxidados por la enzima, sino por una reaccidn acoplada --

Fe-Ceruloplasmina.

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

cidn:



FIGURA 1

Grupo 1 Fe (II)~:):; Cp—Cu(II)t:[:r H,0

Fe‘(III) Cp-Cu(I) 0,

Grupo 2 Aminas aromiticas, Cp-Cu(1lI) H,0
o fenoles. f:{i
Productos oxidados Cp~Ccu (1) 0y

Grupo 3 Agentes reductores :K: Fe (IIItkCCp-Cu{I);Koz

a)
Productos oxidados Pe (II) Cp-Cu (IM)*H,0

2

Agentes reductores pept Cp-Cu(I)N\/0p
NADH, ascorbato

» Lo X ok
Producto oxidado, DPD Cp~Cu(II) 'H, 0
NADT, dehidroascor 2

bato

Abreviaturas: Cp= ceruloplasmina. DPD= dimetilparafenilen-
diamina.

pept= dimetilparafenilendiamina oxidada.

Basandose en la funcidn de ferroxidasa, se propuso =
que el nombre de la enzima se cambiara a Ferro~02~oxido—~

rreductasa, y la Unidén Internacional de Bioquimica le =~ =
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asigné el numero EC 1.16.3.1, aunque se ha conservado el~

nombre de ceruloplasmina por ser mds familiar para todos.

a.- Actividad de ferroxidasa.

Analizaremos la primera reaccidén que se describe en-
la figura 1, considerada como la mas importante ya que ==
tiene implicaciones bioldgicas de relevancia que serin --

discut idas mas adelante.

Osaki et al (35), estudiaron la oxidacidn de Fe (II)
a pH 7.35 y con diferentes concentraciones de 02) que Si-
mulan las condiciones fisioldgicas del suero humano. Enw-
contraron que la oxidacidén del Fe (II) por ceruloplasmina
es de orden cero con respecto al oxigeno (10 a 200 pM), -
mientras que la oxidacidén no enzimitica 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 incorporarse a la transferrina, la oxidacién -



enzimdtica es independiente de la concentracién de 0, del

medio y es unas 5 veces mas ripida que la no enzimdtica.

FIGURA 2

8

. Fe 11+21M Cp

8

A [03] en mM/min

En la grafica se aprecia el efecto de la concentra--

cién de oxigeno sobre la tasa de oxidacién enzimdtica @)

~ y no enzimdtica (e) de Fe (II) a 30°C. EIl consumo de ~ -



oxigeno por minuto estd graficado contra varias concentra
ciones de oxigeno. La mezcla de incubacién contenia 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 concentraéién de -
oxigeno en la vena humana (minimo) y arteria (miximo). To

mado de Osaki et al (35).

Estudios posteriores de la cinética de la reaccién =
de ferroxidasa mostraban dos valores diferentes de Km pa-
ra una sola molécula de enzima, lo cual condujo a la idea

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

Experimentos desarrollados por Huber (37) demostra--
ron que hay un solo sitio activo, y que hay un mecanismo-
de activacidn por el sustrato, es decir, que el Fe (II) -
se une a la molécula de enzima y la convierte en enzima -

activada.

Huber (38), investigd también el efecto de cationes-

en la actividad de ferroxidasa y encontré en general que



los divalentes la aumentan y los trivalentes la inhiben.

b.~ Sustancias con posible actividad de ferroxidasa.

Se ha propuesto que la ceruloplasmina no es la Gnica

proteina del suero con actividad de ferroxidasa.

Ferroxidasa II.

En 1970, Topham (39), aisldé por primera vez una pro-
teina del suero a la que 1llamé ferroxidasa II y que difie
re de la ceruloplasmina en que su color es amarillo y no-~
azul, ademds de no ser inhibida por azida y no tener acti
vidad con parafenilendiamina. Esta proteina parece tener
un peso molecular mayor é 800 QOO Y 12 nmoles de cobre --~
por miligramo de proteina.‘

Existe controversia con respecto a la actividad de -
ferroxidasa de esta proteina, va que Sexton (lO)fsugiere-
gque sea una beta lipoproteina peroxidada cuyo poder redug

tor hacia Fe (II) es inducido durante su aislamiento y al



macenamiento, mientras que Garnier (40) compara la activi
dad de Ferroxidasa II con lecitina peroxidada y demuestra

gue la primera es cuatro veces mas activa.

Quelantes del hierro.

Existen algunos agentes que también parecen tener un
papel importante en la oxidacidén de Fe (II), como ei Cim=

trato, apotransferrina y apoferritina.

Lee (41), reéorta al citrato como un factor con ac-
tividad de ferroxidasa que puede llevar a cabo'aproximadg
mente un 15% de la actividad de ferroxidasa en el suero -
humano normal y un 100% en suero con bajos niveles de cé;

ruloplasmina (enfermedad de Wilson).

Bates (42), considera que la apotransferrina, en pre

sencia de HCO3 y O, es capaz de facilitar la oxidacién-

de Fe (II) con la formacidn de Fe 3+-Transferrrina-C0§- .

2w
3

que es susceptible a oxidacién por 0, y meficiona que aun-

*.
El propone una forma intermedia de Fe?’_rransferrina-Cco



gue la ferroxidasa no es un requerimiento para la oxida--

cién - 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. MAs ailn, que la cerulo-

plasmina no tiene ningdn efecto en la transferencia de -
hierro entre ferritina y apotransferrina.'y que el unico-
posible papel para la ceruloplasmina seria catalizar la -
formacién de transferrina cuando el ién ferroso ya esti =-

un complejo con la apotransferrina.

Cc.~ Evidencia a favor de la ceruloplasmina como Gni-

ca ferrooxidasa efectiva del suero.

En contraste, Harris y Aisen (44), demostraron que -
la tasa de oxidacidén de Fe (II) por 0, atmosférico a pH 7
efectivamente era favorecida por agentes de bajo peso mo~
- lecular que forman complejos con el hierro: EDTASNTA7Ci=--

trato » Fosfato > Oxalato y que la apotransferrina tenia --

una capacidad semejante a la del citrato para promover la



oxidacién del Fe (II), pero ésta estd basada Unicamente =
en el efecto de formar un complejo con el hierro y no en-

una verdadera actividad de ferroxidasa.

Ademas, Frieden (9), reporta que la albimina a con--
centraciones mayores a 25 pM, disminuye rdpidamente la ta
sa de oxidacién de Fe (II) en presencia de concentracio--
nes fisioldgicas de bicarbonato, citrato y apotransferri-
na, y parece no tener efecto sobre la oxidacién de Fe (II)
catalizada por ceruloplasmina. La adicién de ceruloplas—
mina tiene el efecto de incrementar de 13-44 veces la ta-
sa de oxidacién no enzimatica del Fe (II) y la tasa de -~
formacidn de Transferrina~Fe (III) adn en presencia de ~-
0.6-1.2 mM de albimina. Estos datos sugieren que la ceru

loplasmina es la Gnica ferroxidasa efectiva en el suero.

d.~- Actividad de la ceruloplasmina como oxidasa de ~

otros sustratos. .

Como se vio en la figura 1, el segundo grupo de reac

ciones que cataliza la ceruloplasmina es la oxidacién de-



aminas aromdticas y fenoles. Entre ellos, uno de los pri
meros sustratos que se estudiaron fué el N,N, dimetil-pa-
rafenilendiamina (DPD), por dar éste un producto oxidado~
colorido que facilita la cuantificacién de actividad de =
oxidasa del suero (45). Esta reaccién ha sido ampliamen-
te utilizada, ya que, debido a la baja concentracidén en -
gque la ceruloplasmina se encuentra en el suero y a su al
ta labilidad, no siempre es posible purifiqarla para pre=-
parar anticuerpos especificos y asi hacer una cuantifica-

cién inmunoldgica.

Posteriormente Curzon (46,47) encontrd que el rFett -
y el Fe'** en menor medida parecen incrementar la activie
dad de oxidasa de la ceruloplasmina sobre el DPD. Este =
autor sugiridé que la cerﬁlopla;mina oxida el Fett a pettt,
y que este Gltimo es capaz de oxidar al sustrato DPD in--
crementando asi la cantidad de producto oxidado.

pep + Fettt =2 ppp_ + Fett

Ieruloplasmina._____:[
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En base a lo anterior se ha recomendado el uso de --
agéntes quelantes de Fe*t para evitar la activacién de la
reaccidén y por lo tanto resultados mds altos de los rea--

les.,

Young y Curzon (48) demostraron que, la ceruloplasmi
na tiene un solo sitio de unidn para DPD, es decir, que -
la ceruloplasmina tigne un solo sitio activo en el que -=
puede entrar ret* o DPD o cualquiera de los otros sustra-
tos sobre los que actda ésta enzima, y que el Fet* es ca-
paz de activar a 1a ceruloplasmina haciendo que aumente -~

su velocidad de reaccidén sobre cualquiera de sus sustratos.
IV. LAS FUNCIONES BIOLOGICAS DE LA CERULOPLASMINA.

Llegamos ahora al téma dé las funciones biolégicas -
de la ceruloplasmina, y en especial vamos a enfocarnos a-
la funcidén de ferroxidasa, aungue también se mencionan =-
otras funciones que se han encontrado para esta proteina=-

y que son de importancia.



a.- Movilizacidn de hierro.

En 1966, Osaki et al (35), propusieion por primera -.
vez que la cerulbplasmina podia tener un papel importante
en la conversidn de Fe (II) a Fe (11I), promoviendo la ta
sa de incorporacidn de este dltimo a.la apotransferrina.- .
Esta idea éugiere por lo ténto una relacidén entre el meta

bolismo del hierro y el del cobre.

Una de las observaciones que apoyaban la proposicién
.anterior era el hecho de que la mayoria de mamiferos que-
eran sometidos a una dieta deficiente en cobre desarrolla
baﬁ una anemia ferropriva severa aun cuando los sitios de
almacenamiento de hierro fueran normales y se suplementa-

ra hierro oral o intramuscularmente.

Roeser et al (49) administraron ceruloplasmina a cer
dos en las condiciones antes descritas y encontraron un -
rdpido incremento en la concentracidn de hierro en plas=—-
ma. El incremento era proporcional al logaritmo de la do

sis de ceruloplasmina administrada. La administracidén de



cobre inorgdnico inducia también un incremento en la con-
centracibén de hierro en plasma, pero sélo después de gue-
la ceruloplasmina aparecia en la circulacidén. La adminis
tracién de asialoceruloplasmina, que es rdpidamente remo-
vida del plasma, casi no tenia efecto en la concentracién
de hierro plasmatico, lo cual-indicaba_que la ceruloplas-

mina lleva a cabo su fuancidn en el plasma.

Osgki et al (50), visuwalizaron la movilizacién de --
hierro por la ceruloplasmina ai perfundirla €n una solu~-
cién amortiguadora sin otras proteinas del plasma a higa—
do de cerdo y perro y observar la formacién de Transferri
na-Fe (III) en el perfundido. La administracién de apo--
transferrina 30 pM veinticinco minutos antes de perfundir
la ceruloplasmina no provocaba la salida de hierro ni lo=-
hicieron HCO,, 10 pM de CusO,, 5 mM de¢ glucosa, 0.6 mM de
fructosa, 120 pM de citrato o 36 puM de BSA + 21 pM CuSOy,.
Ellos observaron también qﬁe la respuesta de salida de ~--
hierro debida a la administracién de ceruloplasmina se da
ba sélo cuando los niveles de esta eran bajos, ya gue en-

animales con hiveles normales de esta proteina no se veia



un efecto de salida de hierro al inyectarla.

La concentracidén minima de ceruloplasmina necesaria-
éara remover hierro en el higado perfundido era de 4 nMy
la saturacidén ocurrié a 0.2 puM, lo cual equivale al 10% =
del nivel normal de esta enzima en humaﬁos. Esto signifi
ca que la enzima existe en exceso para tener unicamente -

la funcidn de ferroxidasa.

Planas (51) mantuvo a gallos con una dieta deficien
te en cobre y hiegro_por 17 dias. Sus‘valores de hemoglo
bina, hematocrito, hierro y actividad de ferxoxidasa se -
reducian considerablemente. Después de 40 dias con esta-
dieta llegaban a una pérdida total de actividad de ferro-
xidasa. La suplementacidn con cobre era suficiente para-
restablecer concentracioneé normales de hierro sérico.

Frieden, basado en la evidencia anterior, propone el
siguiente mecanismo para explicar el papel de la cerulo=-
plasmina como eslabdén entre el metabolismo del hierro y =

del cobre.
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FIGURA 3
ALMACENAMIENTO MOVILIZACION-RECICLAJE ‘ TRANSPORTE
) HCO4
Fe (Ixx)nFti)—‘ Fe (r1) JSSXEoxidasady pe(r1r)g— Fe(II1)TrE
AFt ' ATE
FMNH2
reductasa
/’ Proteinas Fe l

Fe(111) Fe(II)
metHb ' HEMO
HEMOGLOBINA

FIGURA 3.- Papel central de la ceruloplasanina (ferroxidasa)-
en la movilizacidn y trahsporte de hierro.' Se --
muestran los ciclos de Fe (LI} a Fe (III) en rela
cidén al metabolismo de la hemoglobina, el princi-
pal compuesto de hierro de los vertebrados. Ft. -
Ferritina, APFT apoferritina, Tf transferrin; - -

ARE, apotransferrina. Tomado de Frieden (10).



La ceruloplasmina podria estar jugando un papel im--
portante en el control de la liberacidén de hierro de Si--
tios de almacenamiento hacia la transferrina para su uti-

lizacidn en la biosintesis de hemoglobina.

b.- Transporte de cobre. .

Como se dijo antes, el cobre que es ingerido en la -
dieta se absoxbe a nivel del estdmago y duodeno {(4) y es-
inmediatamente tomado por la albdmina y algunos aminoaci-
dps como histidina y treonina para ser transportado en el
plasma en forma de complejo ternario albdmina-cut*-aminod
cido.(52); de esta manera llega al hijado y es incorpora-

do a la ceruloplasmina.

Existen sin embargo evidencias de gque la ceruloplas-
mina podria ser una proteina transportadora de cobre: Una
de ellas es su presencia en tejidos como corazén,vbazo. -
rifidn, pancreas y cerebro independientemente de los res--
tos de sangjre que pudieran contener estos tejidos (52). -

Mds aln, Cambell (53), administrd a ratas®7 Cu(NOg) ¥y = =



67Cu-Ceruloplasmina, y encontré que si bien la mayor par-

te dé la radioactividad entraba al higado en una hora, =--
tiempo después &sta llegaba a diversos tejidos, los cua--
ies mostraban diferencias en avidez por el cobre prove---
niente de ceruloplasmina o de cobre idnico: mientras que-
corazén, bazo y cerebro preferian a la ceruloplasmina, el
rifidn preferia al cobre idnico. La ceruloplasmina tam---
bién es absorbida por ;os tejidos de la rata, pero con me
nor velocidad que el cobre, lo cual se determind por la -

3

administracidén de “H-leucina-ceruloplasmina incorporada: -

in vivo o 125I—ceruloplasr’nina marcada in vitro,

Hsieh (54), mantuvo a ratas con una dieta deficiente
en cobre por 8 semanas y encontrd en ellas un decremento-
en la actividad de citocromo c_oxidasa en corazdén, bazo,-
higado, pulmén y pdncreas, pero ninglin cambio en rifién y-
cerebro. Tres inyecciones de ceruloplasmina humana o de-
rata en un periodo de 5 dias incrementaron considerable-~
mente la actividad de citocromo ¢ en bazo, higadd, cora-~

z6n y pulmén. La administracidn a otras ratas de CuCl,,-

Cu-histidina y Cu-albdmina produjo un incremento menor vy



mds lento en la actividad de esta enzima comparada con --

las ratas tratadas con ceruloplasmina.

Evans (4), postula que, ya gue el cobre de ceruloplas
mina no se puede disogiar, él intercambio de cobre entre-
ceruloplasmina y tejidos extrahepaticos involucra proba--
blemente un mecanismo degradativo ya sea en la membrana -
de la célula o dentro de ésta. Posiblemente los comple--
jos de glbﬁmina-cobre contribuyen también como fuentes --

del metal en tejidos extrahepaticos.

¢. - Requlacion de aminas biogénicas.

Como se habia mencionado aﬁtes, 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 funcicnan en
respuesta a situaciones de urgencia produciendo una gran-
variedad de respuestas fisiolSgicas. La ceruloplasmina -
también oxida a la 5 hidroxi~-triptamina o serotonina, la

cual es un vasoconstrictor que es transportado en la san-



gre por las plaquetas para ser liberado al suero durante-

la cbagulacién, por accidn de la trombina.

El mecanismo propuesto para la oxidacién de la nora-

drenalina por la ceruloplasmina es el siguiente:

FIGURA 4
1* D'*l | + O‘H
40,  HO H~CHy g’ -0 CH-CH
Cpqm* + ! - C‘P + Lt
HO - NHg -0 NAz.

N oraamﬂa “’na

\ . oH
‘(/’""‘\\ -0 &H
I
NAD+ NAD B+ H* 0" g/c Hy

Mecanismo de accién de la ceruloplasmina.
Tomado de Barras (55).

El mecanismo de oxidacién de la serotonina es similar.



Barras (55), estudié algunas drogas que actian sobre
el sistema nervioso central desde el punto de vista de su
efecto sobre la actividad de oxidasa de la ceruloplasmina
y encontrd gue compuestos como el LSD ¢ue provocan aumen-
to en los niveles cergbrales de serotonina y ‘depresidn en
noradrenalina provocan una inhibicién en la oxidacidn de-
serotonina éor ceruloplasminé y aceleran la oxidacidn de-
noradrenalina por esta enzima. El encontré también que -
la oxi@acién de noradrenalina y serotonina por ceruloplas
mina se ve acelerada por el efecto de tranquilizantes de-
tipo fenotiazinas, y que algunas otras fenotiazinas sin -
propiedades de tranquilizante no tienen efecto sobre esta

reaccion.

Estos‘resultados indican que la ceruloplasmina, o =
una enzima con propiedades similares juega un papel impor
tante en la regulacidn de 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-

conducir a la aparicidén de estados mentales anormales.



L OBJETIVO

He revisado en la seccidén anterior el posible papel-
de la ceruloplasmina en el metabolismo del hierro, especi
ficamente en la movilizacidén de hierro de los sitios de =
almacenamiento para facilitar su incorporacién a la trans

ferrina y la controversia que adn existe al respecto.

Teniendo en cuenta la importancia de esta posible re
lacidn entre el metabolismo del cdbre y el del hierro, me
he interesado en conocer el comportamiento de la cerulo--
plasmina en condiciones en que se reguiere aumentar la mo
vilizacidn de hierro para la sintesis de hemoglobina. Es
tas condiciones se dan cuando se induce anemia a conejos
por sangrado diario, ya Que se_estimula la erigropoyesis~
y por lo taﬁto la sintesis de hemoglobina (59).

La cuantificacién de 1la ceruloplasmina puede llevar-
se a cabo inmunoldgicamente o por medicidn de su activi==-
dad enzimatica. En este caso, por no disponerse de los -.

anticuerpos especificos contra la ceruloplasmina, se cuan



tificéd la actividad enzimdtica de ésta en el suero de co-

nejo durante el desarrollo de la anemia.

La cuantificacidén se hizo en base a una reaccién co-
lorida especifica de la ceruloplasmina que ha sido utili-
zada ampliamente para determinar la cantidad de ceruloplas

mina en suero o preparaciones purificadas.

Se llevaron a cabo algunas pruebas preliminares, pa-
ra demostrar la confiabilidad de este método y posterior
mente se procedié a la cuantificacién de la ceruloplasmi-

na en el suero de cone;.:2 anémicos.

Se midid también la concentracidn de hierro en el --
suero de conejos anémicos con el objetivo de relacionarlo

con las mediciones de ceruloplasmina sérica.



MATERIALES Y METODOS

CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD DE CERULOPLASMINA.

Como se menciond antes, la ceruloplasmina es capaz -
de oxidar a algunos compuestos aminados, entre ellos a la
parafenilendiamina. Esta reaccidn de o#idacién es un re-
flejo directo de la actividad de ferroxidasa de la cerulo
plasmina del suero (56) y ha sido ampliamente utilizada -
para la cuantificacidén de la actividad de ceruloplasmina—
del suero, debido a que el producto oxidado tiene un co--
lor rosa ficilmente detectable en el espectrofotdémetro. =

La reacecidén que ocurre es la siguiente: (57)

FIGURA 5

.HZNONH‘?' ceruloglasmm%,ﬂ’NHz + H+
. NH y
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2
, ="

Base de Bandrowski.




Secuencia de reacciones oxidativas por las cuales la
ceruloplasmina convierta a p-fenilendiamina (DPD) en la -
base de Bandrowski identificada por Rice como el dltimo -

producto de oxidacidn.

La reaccién anterior sirvié de base a Curzon (45), -
para establecer un método de cuantificacidén de actividad-
de ceruloplasmina en el suero, el cual fue utilizado en -

el presehte trabajo para algunas determinaciones.

Se puede utilizar suero completo o muestras con ceru
loplasmina parcial o totalmente purificada. La ceruloplas
miné reacciona con el sustrato DPD en un buffer de aceta=-
to 0.2 M de pH 5.5, en el cual la reaccidn es Sptima y se
incuba a 37°C durante 15 minutos, Por las condiciopes es
tablecidas en este método, en el que hay un exceso de sus
trato, la aparicién de producto oxidado es lineal a tra--
vés del tiempo hasta los 25 minutos (43), por lo que si -
la reaccifn se detiene a los 15 minutos se pueden obser=--
var claramente las diferencias debidas a la concentracién -

de enzima.
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La reaccidén se detiene con una solucidn helada de -~
azida de sodio 0.3 mM, la cual es pogente inhibidora de -
la ceruloplasmina (38). Cuando Qe trabaja con suero o =~
muestras poco puras de ceruloplasmina, Se agrega la azida
de sodio en una solucidén de cloruro de sodio al 10% para-~
evitar la aparicién de turbidez en las muestras, y se mi-
de la absorbancia a 550 nm lo mds pronto posible debido a

que &ste decrece rdpidamente.

Los pasos que se siguieron para la reaccién de cuan~-

tificacién son los siguientes:

l.- Es importante primeramente que el material utili
zado para la determinacidn esté libre de hierro, para lo-
"cual se lavé con una solucién al 37% v/v de HCl Yy se en--
juagd con agua seguida de agua desionizada. El1 agua de--
sionizada se prepard pasando agua destilada comercial a -
un desmineralizador Corning LD 2A, alcanzando una pureza-

de 1 megaohm/cm.

2.~ Se prepard la siguiente mezcla de incubacidn:



a).- 2 ml buffer acetatos 0.2M pH 5.5.
b).- 1 ml agua desionizada.

¢).- 1 ml N,N dimetilparafenilendiamonio dicloruro -

(DPD) 1.7 mM.

d).- 1 ml dilucidén de suero en cloruro de sodioé 0.1 M

Todas las soluciones utilizadas en la determinacidén-

se prepararon con agua desionizada.

3.- Se incubd 15 minutos a 37°C en un baiio de tempe-~
ratura constante Grant, tomando como tiempo cero el momen
-to en gque se agregaba el sustrato (DPD) a la mezcla de in

cubacién.

4.- Se par6 la reaccién agregando 2 ml de azida de -

sodio 0.3 mM helada diluida en NacCl 10%.

5.~ Se ley6é la absorbancia a 550 nm eh un espectrofo

témetro Zeiss PMQ II y se descontd para cada lectura la =



absorbancia de un tubo blanco que contenia todos los reac

tivos excepto el suero.

CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD DE CERULOPLASMINA POR UN -

METODO MODIFICADO DE CURZON.

Se hizo necesario modificar el método anterior para-
algunas de las mediciopes debido a que se sabe gue es de-
suma importancia eliminar trazaslde hierro que aumentan -
la reaccién de ceruloplasmina con DPD y que conducen a re
sultados mas elevados que los reales en la actividad de -

ceruloplasmina del suero (46).

Se tomaron entonces algunas de las modificaciones --
que Lovstad (36) utilizé en unAexperimento de cuantifica-
cidén de actividad de ceruléplasmina de suero para estu---
dios de la cinética de la reaccién de esta enzima con DPD,

- Las modificaciones que se hicieron son las siguien--
tes: a) Agregar ortofenantrolina 1 mM, (quelante especi-

fico para el hierro) al buffer de acetatos 0.2M pH 5.5 -=



que se utiliza para la mezcla de incubacidn del método de~
Curzon. La solucién de buffer con ortofenantrolina era -
preparada al momento debido a que un agente oxidante, po-

siblemente H,0, se forma al almacenarla (36),

b) La solucidén de DPD se prepard disolviéndolo en ==
agua desionizada que contenia 5 mM de EDTA, ya que el DPD

es oxidado por trazas de metales presentes.

Por lo demds, el método se mantuvo sin cambios. Sé~
hizo una prueba con ambos métodos usando concentraciones-
crecientes del mismo suero para encontrar hasta qué iimi-
te la reaccidn es directamente proporcional a la activi=--
dad de ceruloplasmina del suero. Esta prueba se hizo tam
bién para demostrar que la ortofenantrolina y el BDIA no

interfieren con la reaccién.

Se obtiene la siguiente curva: (GRAFICA I)

De acuerdo con los datos anteriores se utilizd en to
dos los experimentos posteriores el suero en concentra---
cién de 0.1 ml diluido con 0.9 ml de NaCl 0.1M debido a -

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

trén.
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MEDICION DEL EFECTO DE HIERRO (II) EN IA ACTIVIDAD DE CE-

RULOPLASMINA DEL SUERO.

Se utilizd hierro en la forma de sulfato ferroso de-
amonio 4mM disuelto en agua desionizada y se agregé a la
mezcla de incubacion del método de cuantificacidén de ceru
loplasmina modificado o sin modificar sustituyendo una --

parte del agua desionizada por solucidn de hierro.

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

ACTIVIDAD DE CERULOPLASMINA DEIL SUERO,

Se utilizé sulfato ferroso de amonio 1 mM y sulfato
férrico de amonio 1 mM. A este dltimo se le agregd HCl -

+++

en proporcién 5 mM en 1M de Fe para mantener el pH ba-

jo y evitar la formacidn de complejos de rettt que ocurre

a pH mayor a 5 (46).

La solucidn respectiva de hierro se agregd justamen-
te al momento de iniciar la reaccidén sustituyendo una par

te de agua desionizada de la mezcla de incubacidn del mé-



todo no modificado de Curzon para cuantificacidn de ceru-

loplasmina en suero.

MEDICION DEL EFECTO DEL COBRE'* EN LA ACTIVIDAD DE CERULO

 PLASMINA DEL SUERO.

Se agregdé cobre en forma de sulfato de cobre en una-~
solucién 50 mg/100 ml de agua desionizada suétituyendo -
una parte del agua desionizada de la mezca de incubacién-

del método de Curzon no modificado.

ESTABILIDAD DE LA ACTIVIDAD DE CERULOPLASMINA EN SUERO Y-

PLASMA CON Y SIN INHIBIDOR.

Se sangré por puncién intracardiaca a un conejo Nue~
va Zelanda blanco en estado aparentemente normal y que =--

nunca antées habia 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 siduiente forma:



1.~ Con EDTA al 20% pH 7.4
‘2.~ Con EDTA al 20% pH 7.4 + inhibidor de frijol de-
soya.
3.~ Desfibrinada

4.~ Desfibrinada + inhibidor de frijo de soya.

El inhibidor de frijol de soya se agregd a las .mues-~

tras dilufdo en NaCl 0.9%; 2mg inhibidor/0.5 ml NaCl 0. 9%.,

Las cuatro muestras se mantuvieron en hielo y se cen
trxrifugaron a 2600 rpm { 1300 g) en una centrifuga clinica
Adams-Dynac con cabezal de columpio CT~1350 durante 30 mi
nutos y se obtuvo para las dos primeras el plasma y para-
las dos restantes el suero. Se midid la actividad de ce=-
ruloplasmina por el métddo modificado de Curzon ese mismo
dia y 30 dias después. En el intervalo las muestras se =

mantuvieron en congelacidn.

MEDICION DEL EFECTO DEL EDTA EN LA ACTIVIDAD DE CERULO---

PLASMINA.,



Se agregdé EDTA (&cido etilendinitrilotetracético) en
una solucién de 5 ng/ml en agua desionizada a la mezcla -
de incubacidén del método de Curzon modificado para la - -
cuantificacién de ceruloplasmina en suero, sustituyendo -

_parte del agua desionizada que se utiliza en la determina

cidn.

MEDICION DEL EFECTO DE LA APOTRANSFERRINA EN LA ACTIVIDAD

DE CERULOPLASMINA,

Se agregaron aproximadamenté 0.4 mg de apotransferri
na a 100 pl de suero y posteriormente se cuantificd la ac
tividad de ceruloplasmina por el método modificado de Cur-—

Zon.
INDUCCION DE LA ANEMIA.

Se utilizaron cuatro conejos Nueva Zelanda blancos,-

machos, (Oryctolaqus cuniculusg) nacidos en el bioterio de

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

misma camada. Su alimentacidn consistié en conejina dia-



riamente "ad libitum" y zanahoria y lechuga tres veces -~
por semana. Se pesaron varias veces a lo largo de su cre

cimiento y un dia antes de iniciar el experimento.

Se sangraron por puncidén intracardiaca con jeringas-
de vidrio de 30 ml enjuagadas con NaCl 0.9%, extrayéndose
les 10 ml de sangre por kilogramo de peso diariamente du-
rante 15 dias.

PROCESAMIENTO DE IA SANGRE.

La sangre extraida a los conejos se repartié en dos-

muestras: la primera, de aproximadamente 5 ml se colocd |

en una matraz con unas gotas de EDTA al 20% pH 7.4 y se

sumergid en hielo después de haber agitado ligeramente.

ELl resto de la sangre se colocd en un matraz con perlas
de vidrio y se desfibriné por agitacién.

La primera muestra de sangre se utilizd para la de--
terminacién de pardmetros hematoldgicos: hemoglobina, he-

matocrito y ndmero de células rojas. La segunda fue cen-



trifugada a 2800 rpm (1300 g) durante 30 minutos en una -
éentrifuga clinica Adams-Dynac con cabezal de co;umpio -
Cr-1350. El suero se colectd por separado para cada cone
jo y para cada dia, manteniéndose en congelacidén para ser
usado en la determinaqién de la actividad de ceruloplasmi

na por el método modificado de Curzon. .
HEMOGLOBINA,

La concentracion de hemoglobina de la sangre se obtu
vo por el método de cianometahemoglobina (58), utilizando
una dilucidn 1:200 de sangre en el diluyente de Drabkin -~
que ﬁontiene 1 g NaHCO3, 50 mg KON y 200 mg KyFe (CN)g en

1 1t 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 dilucidén se lee a 540 nm en un espectrofotdmetro-



Zelss PMQ III y para los cdlculos de concentracién se con
sidera el peso molecular de la hemoglobina de 66 00Q0 - =~
g/mol y el coeficiente de extincidén milimolar de ésta a -

540 nm como 44.u.0./ml.
HEMATOCRITO.

El volumen gue ocupa el paquete celular después de -
centrifugar la sangre expresado en porcentaje del volumen
total se conoce como hematocrito. Este fue determinado -
usando tubos capilargs sellados por uno de sus extremos y
centrifugdndolos durante 30 minutos a 2800 rpm (1300 g) -
en una centrifuga clinica Adams~Dynac con cabezal de co--

lumpio CT~1350.

CONTEO DE CELULAS ROJAS.

El nimero de células en las muestras se determind en
un contador electrdnico Haema-Count MK-2S y cada una de =
las mediciones se hizo por duplicado. Se tomaron 20 ml -

de sangre y se diluyeron en 16 ml de ISOTON (NacCl 7.93 =-



gr/lt, EDTA 0.38 gr/lt., KCl 0.40 gr/lt, NaHzPO4 0.19

gr/lt y Na2HPO4 1.95 gr/lt). De esta primera dilucidn
1:800 se tomaron 100 ml y se llevaron a un volumen de 10
ml de ISOTON. Esta dltima muestra con una dilucidn de =--

1:80 000 sirvid para determinar el niimero de células ro--

jas, que se expresd por el contador como nidmero X lOB/mm3.

DETERMINACION DE HIERRO SERICO.

El hierro sérico estd unido a proteinas siderdfilas-
como la transferrina. En un amortiguador de fosfatos li-
geramente acido se separa de ésta y queda en solucidn. =~
Si se usa una solucién 1 N de HCl, éste hierro es removi-
do completamente. Una vez liberado el hierro, se precipi
ta a las proteinas séricas con TCA 3M para elhminar_inte;
ferencias por dispersién debidas a los componentes séri--
cos, se centrifuga y se toma el scbrenadante, en el cual-
se encuentra el hierro libre. Este dltimo 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 espectrofotometria. Esta reac-



cién se lleva a cabo a pH 5.5.

El cdlculo de hierro se hace en funcidn del cambio -
de coloracidn con respecto a la coloracién de una solu~--

cién patrén de hierro de concentracién 1 pg/ml.

La reaccidn que ocurre es la siguiente:

2+

6
' N; :N
.- \ /
2 Fe
- / \
N N _ ?j fN
Los pasos necesarios para la cuantificacién son los-
siguientes:

.~ 1.~ Se lavé el material de vidrio limpio con HCl al-

37% seguido de agua y agua desionizada.



2.- Se prepararon las siguientes soluciones con agua
degionizada; HCl 1N, TCA (Acido tricloroacético) al 40%,-

acetato de sodio al 30% Yy Nacl al 0.9%.

3.~ Se pipeted 1 ml de suero y se colocd en un tubo-

con 1 ml de NaCl 0. 9%%.

4.~ Se agregdé 1 ml de HCl IN. Se agitd y se dejaron
los tubos en reposo a temperatura ambiente durante 45 mi-

nutos.

5.- Se agregd 1 ml. de TCA al 40% y se agitdé en Vor-

tex.

6.~ Se centrifugdé 30 minutos a 10 000 rpm y a 4°C en

una centrifuga refrigerada 1IEC.

7.- Se tomaron 2 ml del sobrenadante y se les agregd
1 ml de acetato de sodio al 30%, asi como 5 mg de ascorba

to de sodio. Se agité perfectamente.



‘8.~ Se agfegé 1 ml de solucidén de batofenantrolina -
al 0.1% en amortiguador de fosfatos 0.4M de pH 5.5 (disul
fonato de batofenantrolina 6.8 X 10™*M en fosfatos 0.4M -

pH 5.5).

9.~ Se prepardé una solucién patrén que contenia 2 ml
de solucién de hierro 1.0 Fg/hd y todos los reactivos in-

dicados en los pasos 4 al 8.

10.~ Se preparé una solucidn blanco con 2 ml de agua
desionizada y todos los reactivos indicados en los pasos-'

4 ai 8.

1ll.- Se leyeron los tubos blanco, patrdén y problemas
en un espectrofotémetro Zeiss PMQ II a 535 nm. La absor-
bancia del blanco se rest6 a los demds tubos, y para obte
ner la concentracidén de hierro se utilizé la siguiente —-

.

férmula:

’Hierro en ‘'suero = Absorbancia del suero X 2
Absorbancia del patrén.

p3/ml



RESULTADOS.

Como se menciond en la introduccidén, la ceruloplasmi
na posiblemente juega un papel importante en la disponibi
lidad del hierro para su transporte por la transferrina -

Y su posterior utilizacidén en la sintesis de hemoglobina.

‘Cuando los conejos se someten a un sangrado diario =
de 10 ml de sangre por kilogramo de peso, se les induce =~
una anemia crénica macrocitica que se caracteriza por pre
sentar una fase inicial de decenso en el nimero de célu--
las rojas, en la concentracién de la hemoglobina y en el
poréiento de hematocrito, seguida de una recupefacién que
se inicia a partir del séptimo dia de sangrado (dia 6). =~
Se aprecia entonces que los pardmetros hematoldégicos se ~
mantienen mads o menos constantes, y que esta condicidén -~
persiste a lo largo de todos los dias de sangrado restan-
tes. Esto, jﬁnto con los indices de produccién de reticu
locitos, nos indica que ha habido una estimulacidén de la-
eritropoyesis en respuesta al sangrado, y que, por lo tan
to, es de esperar que los féctores involucrados en'e;la -

»



se vean afectados en mayor o menor medida.

Enfocamos aqui nuestro interés al seguimiento de la-
ceruloplasmina a lo largo de los dias de sangrado por es-
tar ella muy posiblemente relacionada con la eritropoye--

sis, especificamente con la sintesis de hemoglobina.

Se puede hablar de dos fases dentro de este trabajo:
primeramente la caracterizacién de la reaccién de cerulo-
plasmina con DPD (dimetilparafenilendiamina) y posterior-
mente la induccidn de la anemia en conejos para la cuanti

ficacién de ceruloplasmina y de hierro séricos.
I.- CARACTERIZACION DE LA REACCION CERULOPLASMINA + DPD,

a.~ Efecto del rett

La ceruloplasmina, como se diijo anﬁes. es activada -
por el re'™ al reaccionar sobre el DPD (46). Para saber-
si la ortofenantrolina era realmente capaz de evitar la -

aceleracidn de la reaccidén de ceruloplasmina + DPD por ==



efecto del Fet*, se incubaron algunas muestras de suero -
con diversas concentraciones de Fe++, y se utilizé un -
amortiguador con y sin ortofenantrolina (Metodo de Curzon

modificado y no modificado).

Los resultados se muestran en laq.gréfiéas 2y 3. -
Se utilizarén primero concentraciones de 0.04 a 0.4 pMo-~
las de Fe't por 0.1 ml de suero en una dilucién final de-
5 ml (Qréfica 2), y posteriormente se agregaron concentra
ciones de 0.4 a 4 pMolas de rett/0.1 ml de suero en una =

dilucién final de 5 ml (Grdfica 3).

Como se puede ver en la grafica 2, se obtuvieron re-
sultados muy diferentes para los tubos incubados con orto
fenantrolina y los que no tenian este agente quelante del

hierro.

Los tubos incubados con ortofenantrolina daban una -
actividad de ceruloplasmina similar adn cuando se agrega-
ra hierro hasta en una concentracién de 0.4 pMolas de - -

Fet™ por 0.1 ml de suero.
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Los tubos incubados sin ortofenantrolina daban una -
mayor absorbancia a 550 nm debida a una aceleracidén de la
reaccién, causada por el Fe™ libre. Este aumento es pro
éorcional para concentraciones hasta de 0.1 pMolés de - -

rett.

Como se puede ver en la grdfica 3, que integra todas
las concén;raciones de Fe' utilizadas, a altas concentra
ciones éste i6n inhibe en vez de acelerar la reaccidén. -
En los tubos sin ortofenantrolina, con 1 p¥ola de Fet™ -
hay menor actividad Qe ceruloplasmina que con 0.4 pMolas-

++

de Fett peroc sigue habiendo mas que sin Fe . Con 4 pMo=-

las la reaccidn se ve definitivamente inhibida en un 50%.

En los tubos con ortofenaptrolina, al poner 1 pMola-
de Fe++‘se pierde el efecto quelante y "amortiguador" que
tenia en concentraciones menores de Fe'' debido a que Yya
no hay suficiente ortofenantrolina para secuestrar la - -
gran cantidad de Fe™* agregado, y se observa una acelera-
cidén bastante pronunciada. Al agregar 4 pMolas de rett, -

nuevamente tenemos el efecto de inhibicién debida al exce

so de este idn.
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b.~- Efecto del Fettt

Curzon (46), menciona la posibilidad de que la acele
racidn de la reaccién de ceruloplasmina con DPD por el --

. 2 et .
** se deba a la formacidén de Fe por la ceruloplasmi~-

Fe
na, convirtiéndose éste en un agente oxidante que partici
pa activamente en la conversidén de DPD a DPD oxidado, con

tribuyendo asi a la formacidén de producto. El esquema —-

que Curzon propone es el siguiente (46):

pPD + Fettt ey DPD oxidado + Fe™t

I—ceruloplasmina

Para comprobar la hipStesis anterior era necesario -
saber si efectivamente el Fe'tt es capaz de oxidar el --
DPD, y para eso se prepard una serie de muestras en las -

ot

¢ue se hacia reaccionar DPD con Fe . ¥ por otra parte -

DPD + ceruloplasmina con Fe'*t, También inclui tubos en-
los gue reaccionara el DPD con Fe't, y el DPD + cerulo---

plasmina con Fet* para establecer un punto de comparacién.

Hubo un blanco que contenia solo DPD para descontar la --



oxidacidn que pudiera sufrir éste, y una muestra que con-
tenia (Gnicamente suero + DPD como punto de referencia pa;
ra las muestras que ademids contenian rett o ret*t, En es
te caso se utilizd el método original de Curzon, en el —-
que no hay ningin quelante de hierro en la mezcla de incu

+++ se agregé en forma de sulfato £&

bacién. El hierro Fe
rrico de amonio en una solucidn que contenia HCl para man
tener el pH bajo y asi evitar la formacién de hidréxido y

la posterior precipitacién del hierro.

Los resultados pueden verse en la tabla III y en la-

grafica 4.



TABLA IITIX

EFECTO DEL HIERRO FERROSO Y HIERRO FERRICO SOBRE LA REACCION -

DE CERULOPLASMINA CON DPD.

MUESTRA - : CONTENIDO * ABSORBANCIA A
550 nm

1 DPD | o

2 DPD + Fe* 0.03 pmolas -0. 004

3 DPD + Fe3t 0.05 pmolas 0

4 pPD + Fe?t 0.10 pmolas 0.064

5 DPD + Fe?t 0.05 pmolas 0.039

6 DPD + Suero 0.182

7 DPD + Suero + Fe>' 0.03 pmolas 0.160

8 DPD + Suero + Fed* 0.05 pmolas 0.170

9 DPD + Suero + Fe ¥ o.io pmolas 0.177
10 DPD + Suero + Fe?t 0.03 pmolas 0.267
11 DPD + Suero + Fe2* 0.05 pmolas ~  0.340
12 DPD + Suero + Fe?t 0.10 pmolas 0.523

Todas las muestras se corrieron por duplicado.

Todos los tubos contenian los reactivos de la mezcla de incuba
cién que se indic6é antes para la cuantificacidén de ceruloplas=-
mina por el método de Curzon no modificado.
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Como se puede observar en la Tabla III y en la grdafi

+4++

ca 4, el Fe no reacciond directamente con el DPD en --

ninguna de las concentraciones usadas, mientras que el -~

Fe™ tuvo una accién oxidante sobre el DED poco significa

tiva.

En las muestras que contenian suero, se pqdo ver que
el Fe™™ tenia el efecto de aceleracién de la reaccién que
ya habia sido observado antes, y que, en cambio, el Fettt
no alteraba en absoluto la reaccidn. ﬁstos resultados es
tan en contraposiciép con la hipdtesis de Curzon antes —-
mencionada, ya que 81 supone que el Fettt eg capaz de oxi
dar directamente el DPD y que por ello acelera la reac—=--

¢idn de ceruloplasmina con este sustrato.

Es importante seﬁalarvque la reaccién del Fe** con -
DPD no corresponde.al incremento observado cuando se pone
esa misma concentracién de re' con ceruloplasmina.y DPL,
lo cual es congruente con la hipdtesis de que el efecto -
del Fe™ se debe a una interaccién con la ceruloplasmina,

de tal manera que la transforma en ceruloplasmina activa=

da.



C.~ Efecto del ch++

Por otro lado, me parecid necesario saber si el co--~

bre era capaz de activar la reaccidn de ceruloplasmina =--
da * o d ++

con DPD de una manera similar al Fe” ', ya que esto ten-—-

dria implicaciones bioldgicas interesantes.

vPara ello se calculd primero la concentracidn de Cu
unido a ceruloplasmina gue existe normalmente en el sue--
ro. De acuerdo al método de Curzon de cuantificacidén de-
actividad de ceruloplasmina del suero, él define que 1 Mg
de Cu de ceruloplasmina se encuentra en 21 unidades de ac
tividad, siendo 1 unidad de actividad = 0.l.A 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 habia estado trabajando tenia - -
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 aproximaba bastante a 1 g de Cu unido a cerulo--



plasmina por ml de suero, es decir, 0.1 pg Cu-Cp/0,1 ml -

de suero.

Se agregd entonces cobre en concentraciones de 0.025
0.05 y 0.1 Jg por ml de suero, en forma de sulfato de co-
bre, de manera de llegar a eguipararlo con el cobre gque ~

se tenia unido a la ceruloplasmina.

Ademds, se prepar6é una muestra con una alta concen=--
tracidn de cobre, similar a la que se usé de hierro para-
acelerar la reaccién'de ceruloplasmina con DPD (0.05 pmo-~
las, ver grafica anterior). Este tubo contenia 0.05 umo=-

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

Se prepararon también tubqs en los que reacciond el-
cobre con DPD sin agregar suero, y este valor se tom5 en-
cuenta para obtener la absorbancia corregida, en la gue -
se restaba la absorbancia debida a la reaccidén exclusiva-
mente entre el cobre y el DPD. Los resultados se pueden-

ver en la siguiente tabla y en la grdfica 5, en la cual =~

se graficaron las absorbancias corregidas.



Como se puede observar, concentraciones bajas de co-
bre, similares a las normalmente econtradas unidas a ceru
loplasmina en el suero de conejo, no tienen efecto sobre-
la reaccidn en cuestidn. Concentraciones elevadas de co-
bre, del orden de 0.05 pmolas, si tienen un efecto sobre-
la reaccidn, aungue éste no se debe a una activacién de -
la ceruloplasmina por el cobre, sino a una reaccidén direc

ta entre el cobre y el sustrato DPD.

5i se resta la reaccidén directa que ocurre entre el-
cobre y el DPD, se puede ver que la reaccidn de cerulo--=-

plasmina con DPD se ve inclusive inhibida.



TABLA 1V,
Efecto del cobre sobre la reaccidn =2 ceruloplasmina con DPD.

MUESTRA* CONTENIDO®Y .

ABSORBANCIA  ABSORBANCIA
a 550 nm CORREGIDA.

1 DPD 0

2 DPD + 0.025 pg cu™t 0.018

3  DPD+ 0.05 pg cutt 0. 009

4 DPD+ 0.1 pg ca*t 0.015

5  DPD +12.5 pg cutt 0.526

6 DPD + Suero 0.211 0.211

7 DPD + 0.025 pg cu’+ suero  0.225 0.207

8  DPD + 0.05 pg Cu''+ Suero  0.225 0.216

9 DPD+ 0.1 pg cutt+ suero  0.236 0.221

10 DPD +12.5 ug Cu™™+ suero  0.622 0.096

* Todas las muéstras se corrieron por duplicado.
** Los tubos contenian la mezcla de incubacién para la cuanti-
ficacidén de ceruloplasmina por el método de Curzon no modi-

ficado.
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Grafica 5.- Efecto del cobre sobre la reaccién de cerulo-
plasmina con DPD. Se grafica la absorbancia corregida, a
la que se le rest6 la absorbancia debida a la reaccién directa

del cobre con DPD. El volumen final de la mezcla de incubacién
es de 5 ml.




d.~ Estabilidad de la ceruloplasmina en el suero.

Considerando reportes previos sobre la inestabilidad
la ceruloplasmina al almacenaje y durante su aislamiento-
en ausencia de inhibidores de plasmina (20), decidi 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 como -
inhibidor de plasmipa (Inhibidor de frijo de soya (228B),-
y medi la actividad de ceruloplasmina inmediatamente y--

30 dias después de almacenado el suero en congelacidn.

Los resultados se expresan en la Tabla Vv, y como pue
de verse, no hay una diferencia significativa entre las =-
muestras al pasar un mes almacenadas en congelacién, adn=-

en el caso de suero y plasma incubados sin inhibidor.

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

mina.



TABLA v

ACTIVIDAD DE CERULOPLASMINA EN SUERO Y PLASMA FRESCOS DE CONE-

JO O ALMACENADOS POR TREINTA DIAS EN CONGELACION

MUESTRA® ACTIVIDAD INICIAL ACTIVIDAD 30 DIAS
: ‘DESPUES.

Suero 0. 087 0. 084

Suero + Inhibidor 0. 081 0.089

Plasma ‘ 0. 041 0. 040

Plasma + Inhibidor 0.038 0. 032

*
Todas las muestras se corrieron por duplicado.

Se utilizé el método de cuantificacién de actividad de ceru

loplasmina de Curzon modificado.



Analizando los resultados anteriores, se observa que
el plasma muestra una actividad de ceruloplasmina muy ba~ .
ja, aproximadamente del 50% con respecto al suero ain - -
cuando se utilizé la misma sangre para obtener el suero y
el plasma. Esta diferencia podria deberse a un efecto in
hibitorio sobre la actividad de ceruloplasmina del EDTA,~-
va que la concentracidén en que se usa como anticoagulante

es elevada.

(5 m /ml suero o 1.3 mM).



Esto me condujo a la realizacidén de otro experimento
en el gue incubé el suero de conejo con diferentes concen
traciones de EDTA y medi la actividad de ceruloplasmina.-

Los resultados se muestran en la Tabla VI,

De esta tabla se concluye que el EDTA a baja concen-
tracién no tiene efecto sobre la actividad de la cerulo--
plasmina, sin embargyo a concentracién de 0.5 mg/0.1 ml -
de'suerb causa un decremento en la actividad de esta enzi
ma de aproximadamente un 45%, y si la concentracidén se in
crementa 10 veces, a 5 mg/0.1 ml de suero, el decremento-
es de un 82%. Si tomamnos en cuenta que la concentracidn-
de EDTA que habia en elAplasma utilizado en el experimen-~
to anterior era aproximadaﬁente de 0.5 mg/0.1 ml de suero,
podemos decir que el decremento en actividad de la cerulo
plasmina observado en las muestras de plésma con respecto

al suero colectado a partir de la misma sangre sé debia -

a la presencia de EDTA en el primero.



TABLA VI
ACTIVIDAD DE CERULOPLASMINA DEL SUERO INCUBADO POR EDTA.
MUESTRA" ' ACTIVIDAD

(Abs. a 550 nm)

Suero : o 0.136

Suero + 0.05 mq EDTA (0.13 mM) 0.134
Suero + 0.50 mg EDTA (].34 mM) 0. 075
Suero + 5.00 mg EDTA (13.43 mM) 0. 024

*
Todas las muestras se corrieron por duplicado.

Se utilizé el método modificado de Curzon para la cuan--

tificacién.



Este decremento en la actividad de la ceruloplasmina
podria deberse por un lado a la remocidn de trazas de hie
rro gque estdn pegadas a la ceruloplasmina y gue la hacen-
mas activa, y por otro a una interacecidn directa con el -
cobre de la ceruloplasmina, de manera gue ésta perdiera ~

parte del cobre de su centro activo,

.Suponiendo que nuestro sistema pudiera estar libre ~
de hiergo debido al quelante utilizado en la cuantifica--
cién (ortofenantrolina, ver Materiales y Métodos), la se-
gunda posibilidad, es decir, la interaccidn directa del =~
EDTA con el cobre de la ceruloplasmina seria mds factible.
Una evidencia a favor de esta posibilidad es el hecho de-
gue 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 ceruloplas
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 agregd en el -

experimento anterior corresponde a la de transferrina que



normalmente existe en 0.1 ml 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 Ul
ﬁima es un "guelante" especifico del hierro, y no interac
tia, por lo tanto con el cobre de la ceruloplasmina, de-

jando intacta su actividad.

Una vez llegado a este punto, se conéluyé la primera
fase experimental.

+

Como pudo comprobarse, el Fett es capaz de activar -

la molécula de ceruloplasmina por un efecto posiblemente~

alostérico, el cual no se da con el pettt

(37). La ortofe
nantrolina cumple con la funcién'de evitar este efecto de
aceleracidon de la reaccién de ceruloplasmina. con DPD, - -
siempre y cuando el rett no llegue a una concentracidn ma
yor a 0.4 pMolas/0.1 ml de suero, la cual dificilmente se
tendria en las condiciones expefimentales‘usadas, ya que-
se tiene el reporte (60), de que el suero de conejo anémi

co contiene un midximo de 0.012 pMolas de Fe++/0.1 ml de -

suero.



TABLA VII

EFECTO DE LA APOTRANSFERRINA SOBRE LA ACTIVIDAD DE CERULOPLAS-

MINA.
MUESTRA" ~ . ACTIVIDAD
{(Absorbancia a 550 nm)
Suero ' ' 0.136
Suero + 0.4 mg apotransferrina . 0.133

*
Las muestras se corrieron por duplicado.

Se utilizé el método de cuantificacidn de actividad de ceru-

loplasmina de Curzon modificado.



Por otra parte, el cobre no es capaz de modificar la
actividad de ceruloplasmina sobre DPD, aﬁnque es capaz de
reaccionar con este sustrato. Consideramos que las pre~-
fcauciones que se toman al preparar los reactivos y el ma-
terial para la determinacidn de la actividad de ceruloplas
mina son suficientes para eliminar las trazas de cobre --
que pudiera haber en ellos, y que ain cuando el suero llg
vara el doble de la concentracidén de cobre que suele lle-
var unido a ceruloplasmina, éste no interferiria con la ~

reaccion.

Pudimos ver también que el EDTA es un- inhibidor de -~
la actividad de ceruldplasmina. Yy gue este efecto posible
mente se debe a una interaccién directa con el cobre de -

la enzima.

Finalmente, vimos que las muestras de suero y plasma
de conejo almacenadas bajo congelacidén por un mes conser-
varon la actividad de ceruloplasmina sin cambio ‘ain en ~-

ausencia de inhibidor de la plasmina. Esto nos permitié-

llevar a cabo las cuantificaciones de la actividad de ce~



ruloplasmina del suero de conejos anémicos sin necesidad-

del uso de inhibidor de plasmina.

II.- INDUCCCION DE LA ANEMIA A CONEJOS.

a[-'Valores hematoldgicos.

.En la segunda fase de este trabajo se indujo la ane~
mia a cpnejos de la manera descrita anteriormente y se ob
tuvieron para cada dia de sangrado los valores hematoldgi
cos correspondientes al nimero de células rojas, hemoglo-
bina y hematocrito. .Las graficas siguientes, que descri-
ben'ia cinética de estos pardmetros durante el sangrado,-
fueron ajustadas en su parte recta por el método estadis-

tico de minimos cuadrados.

En la grdfica 6 se puede observar que el nimero de -
células rojas disminuye a menos 'de la mitad debido al san
grado para el dia 5, y que a partir del dia 6 éste ya no
baja mis, sino que se mantiene constante a 1o largo del -

sangrado hasta el dia 14 en que se terminé el experimento.
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Gréfica 6.-Variacién en el ntmero de células rojas del
conejo durante los dfas de sangrado. Se han ajustado dos
rectas por minimos cuadrados y se muestran 10s puntos ex

perimentales con su desviacién standard.



En la grifica 7 se observa que la conceﬁtracién de -
hemoglobina sigue una cinética similar al ndmero de célu-~
las rojas, aunque tiene la tendencia a subir un poco del-
dia 5 al 14, y el de la grdfica 8 se puede ver que el he-
matocrito disminuye también, aungue se estabiliza antes,-

a partir del dia 3.

Si se combina el hematocrito con el hﬁmero dé celu-~
las rojas (Htc/No. cels. rojas X 10), se obtiene el volu-
men celular (volumen corpuscularvmedio 0 MCV, en micras -
cibicas) y, como se puede ver en la grdfica 9, éste se in
.crementa a partir del primer dia de sangrado de un valor-
medio de aproximadamente 60 p3 hasta llegar a estabilizar
se el dia 6 en un valor medio de 87 p3, con lo que se ve=
un incremento en el volumen ce;ular de aproximadamente un
50%. |

La concentracién de hemoglobina por‘célula también -
se incrementd rdpidamente, y siguidé haciéndolo durante to
do el experimento, como puede verse en la grdfica 10 que=~

combina la concentracién de hemoglobina (gr/100 ml) con -
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Gfafica 7.~ Variacién en la concentraciédn de hemoglobina
del conejo durante los dias de sangrado, Se han ajustado
dos rectas por minimos cuadrados y se muestran los puntos
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604

4Q

Hematocrito (%)
oy
[ VY )

L )
l——o——
A—-l——.
P S | cmmand

(o] I | ] ]
| i ] T
O 4 8 12

Dias de sangrado
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los dias de sangrado. Se han ajustado dos rectas por mini-
mos cuadrados ¥ se muestran los puntos experimentales con

su desviaciédn standard.
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Gr&fica 10.-Variacién en la concentracién de hemoglobi
na por célula durante el sangrado. Bsta se obtuvo indi
rectamente como concentracién de hemoglobina en gr/1

entre el nftmero de células rojas en 156 células/mm3_.



el nimero de célulaslrojaa.

b.~- Actividad de ceruloplasmina del suero.

Se.determiné también la actividad de ceruloplasmina-
en el suero de los conejos para cada dia de sangrado. En
la gridfica 11 se muestré este pardmetro para los cuatro -
conejos de manera individqal. Los niveles de actividad -
de ceruloplasmina se mantienen dentro de un mismo rango =
en los dias 0,1 y 2, y a partir del dia 3 para algunos y-
4 para otros,«se empiezan a elevar. La elevacién va se=-
‘-guida de un descenso y de esta manera se hacen ciclos que
tiene una duracién diferente para cada conejo. LOS Ci--=-

clos, ademds, no se encuentran en fase.

En la ﬁabla VIII vy enlla grdfica 12 se ve la tenden-
cia general de los conejos, promediéﬁdose la actividad de
ceruloplasmina de todos para cada dia. Se puede ver nue-
vamente que no hay variaciones notables entre el dia 0 y-

3, ¥y que a partir del dfa 4 se inician ciclos de ascenso-

y descenso en la actividad de ceruloplasmina, los cuales-
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Grafica 11.-Actividad de ceruloplasmina del suero de
conejos anémicos durante el sangrado. Se grafican in-
“dividualmente a 10s cuatro conejos que participaron en

el experimento.



TABLA VIII

ACTIVIDAD DE CERULOPLASMINA EN SUERO DE CONEJOS DURANTE -

LOS DIAS DE SANGRADO,

DIA ~ ACTIVIDAD * -8 . v
” (Absorbancia a 550 nm) . ‘

0 0.091 0.020 22.8%
1 0. 089 ' 0.027 30.6%
2 0.087 0.024 28.2%
3 0. 092 0.037 40.2%
4 0.126 0.035 27.6%
5 0.104 0.028 27.3%
6 .0.120 o 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 '0.019 11.8%
11 0. 142 0.001 1.2%
12 0.121 : 0.014 12.1%
13 0.106 : 0.028 : 26. 5%

14 0.076 , 0.016 21.1%

* Todas las muestras se corrieron por duplicado.
En todas estas cuantificaciones se utilizé el método -

modificado de Curzon.
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Grafica 12.-Actividad de ceruloplasmina en el suero de co-
nejos anémicos durante el sangrado. Se han promediado los
valores de cuatro conejos. Se indican con»@ los valores

significativamente diferentes al dfa cero con p <0.001,



tiene intervalos de aproximadamente tres dias.

Se puede ver que las desviaciones standard para cada
punto de esta grdfica promedio son bastante grahdes, y =-
eso se debe a que los ciclos de ascenso y descenso en la-
concentraéién de ceruloplasmina van desfasados en los co-
nejos y no tiene la misma duracifén. Sin embargo, algunos
dias en gue la mayori; de los conejos coihciden en elevar
su concentracidn de ceruloplasmina son significativamente
diferentes del. dia cero con un pd0.001 (Prueba de "t" -
de student modificada para muestras pequefias). Estos --
dias son el 10 v el 11, en que hay el mayor pico de con--

centracidn de ceruloplasmiva.

c.~ Concentracidn de hierro sérico.

Se midié también la concentracién de hierro sérico -
para los cuatro conejos experimentales durante los. dias =
de sangrado. Los valores individuales se muestran en la-

grifica 13 y en promedio en la grdfica 14 y tabla IX.
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TABLA IX

CONCENTRACION DE HIERRO EN SUERO DE CONEJOS DURANTE LOS -

DIAS DE SANGRADO.

DIA HIERRO pg/ml s - .cv

0 2.36 0.33 14.3%
1 1.68 0.46 27.3%
2 2.36 0.21 8. 7%
3 2.24 0.44 20. 0%
4 1.82 0.41 22, 9%
5 2.31 1.07 46. 5%
6 2.12 1.04 49. 2%
7 . 2.32 o 1.23 53, 0%
8 2.72 0.31 11.7%
9 2.35 0.78 33.5%
10 2.9l 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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Gr&fica 14.-Concentracién de hierro sérico en conejos duran
te 1la anemia inducida. Se muestra el promedio de cuatro co-

nejos.
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Como puede observarse, hay una disminucién en los nj
veles de hierro sérico después del primer dia de sangrado
(pia 1), seguida de una recuperacién inmediata y de ci---
clos de ascenso y descenso de magnitud y amplitud diferen

tes para cada conejo.

" En la grdfica promedio‘se ven estos ciclos de ascen-
so y descenso, y se Ve un aumento general de alrededor de
un 30% en la concentracidén de hierro sérico del dia 10 en
adelante con respecto al dia cero. Las desviaciones stan
dard para cada punt§ de la grafica promedio son altas de-
bido a la gran variabilidad individual y al desfasamiento
de los ciclos, y por esta razén la diferencia entre los -
puntos experimentales y el dia cero no es significativa -

estadisticamente,

Sin embargo, y como Se verd posteriormente, experi--
mentos pfevios realizados por Gabriel Pulido (60), con 11
conejos a los que se midié entre otros pardametros la con-
centracién de hierro sérico, demuestran que ésta varia du

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 concentracién de hierro en el sue
ro con la de ceruloplasmina, se ve gue existe cierto para-
lelismo en el aumento en la concentracién de hierro séri- .

co con algunas horas de desfasamiento,

Para el conejo 8.; (grafica 15), paréce haber 24 ho-
rés de desfasamiento éntre la salida de ceruloplasmina y-
la salida de hierro a la circulacién, aunque no se nota -
la proporcionalidad gntre la magnitud del aumento en ceru

loplasmina y el del hierro.

Para el conejo 8.6 (grafica 16), la salida de hierro-
ocurre de 24 a 48 horas'después del aumento en ceruloplas
mina, mientras que para el conejo 8.5 (grdfica 17), el -~
desfasamiento es de 72 horas, excepto para el primer pico

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

plasmina.
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Gr&fica 15.-Actividad de ceruloplasmina y concentracién

de hierro sérico en el conejo 8.1 durante la anemia in-

ducida.
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Gréfica 18.~Actividad de ceruloplasmina y concentracibén

de hierro sérico en el conejo 8.4 durante la anemia in-

ducida,
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El conejo 8.4 (grafica 18), se comportd de manera ==
diferente a los demds, va que a lo largo del sangrado no-
elevé sus niveles de hierro sérico con respecto al dia ce
io. Se observan subidas leves en los niveles de hierro,-
y éstas se dan 24 horas después de aumentos en ceruloplag
mina de diversas magnitudes. El1 dia 10, este conejo bajé
su concentracién de hierro sérico a cero y muridé al dia -

siguiente.

Se obtuvieron coeficientes de correlacidn para la ce
ruloplasmina y hierro de cada conejo desfafiado los valo-=-
res de hierro 1, 2 y 3 dias con respecto a la ceruloplas-

mina.

Como se puede ver en la tabla X, los coeficientes de
correlacidon no son muy altos. Esto puede deberse a gue =
el aumento en la concentracidén de hierro sérico que se da

después de un aumento en la actividad de ceruloplasmina -

no es siempre proporcional a este dltimo.
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TABLA

X

CORRELACION ENTRE LA ACTIVIDAD DE CERULOPLASMINA Y LA CON

CENTRACION DE HIERRO EN SUERO DE CONEJOS DURANTE EL SAN-~

GRADO.

CONEJO

8.1

8.4

8.5

8.6

1 dia desf.

0.421
0.506
0.049

0.378

2 dias desft.

COEFICIENTE DE CORRELACION.

0.140

0.072

0.030

0.387

3 dias desf.

0.429
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El promedio de actividad de ceruloplasmina y de con-
centracidén de hierro séricos para cada dia de sangrado de
los cuatxo conejos nos da valores que se pueden correla-—-
cionar. Se calcularon los coeficientes de correlacién ——
desfasando 0, 1, 2 y 3 dias los valores de hierro con res
pecto a los de ceruloplasmina y se obtuvieron los datos -

que se muestrah en la Tabla XI.

Se encontré que para 1 dia de desfasamiento el coefi
ciente de correlacidn es significativamente diferente de~
cero, es decir, que hay una p€0.0l, de que la correla---

cidn se deba al azar.

Por otra parte, es experimentos previos realizados -
en el Laboratorio de Bidlogia Molecular de la Facultad de
Ciencias UNAM por el»Biél..Gabfiel Pulido Cejudo (60), se
tienen datos acerca de la variacidén en los niveles de hie
rro sérico en los conejos sujetos a anemia crénica. induci
da por la extraccidn diaria de 10'ml de sangre por kilo--
gramo de peso. Se tienen los datos para ll conejos ma—---

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

CORRELACION ENTRE IOS VALORES DE HIERRO Y DE CERULOPLAS-~-

MINA PARA LOS CONEJOS HECHOS ANEMICOS ‘POR SANGRADO.

pias de Elesfasamiento Coeficiente de correlacidn’

0 ) 0.192
1 , : 0.684

2 ‘ - 0.596

3 | | 0.502
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muestran en promedio en la grafica 20 y en la Tabla XII.

Nuevamente vemos gque las desviaciones standard para-
éada punto de la grdfica son muy grandes y ésto se debe a
que los conejos elevan su concentracién de hierro sérico-
en ciclos de duracién diferente y desfasados unos con res
pecto a otros. Sin embargo, algunos dias en que hay ma--
yor concentracidn de h;erro sérico son significativamente
diferentés al dia cero debido al mayor ndmero de datos -~
promediados en cada dia. Los dias significativamente di~-

ferentes al dia cero con una p€0.0l son el 8, 12 y 13.

Se tomaron los promedios en la concentracién de hie-
rro sérico para estos 1l conejos durante los 15 dfas de -
sangrado y se correlacionaron con los promedios de activi
dad de ceruloplasmina de lés 4 conejos con que se trabajé
en esta ocasidn. La correlacién se obtuvo tomando los da
tos directamente, es decir, sin desfasarlos y también des
fasando 1, 2 v 3 dias los datos de hierro con respecto a
los de ceruloplasmina. Los resultados se muestran en la-

Tabla XIII.
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TABLA XTII

CONCENTRACION DE HIERRO SERICO DURANTE LA ANEMIA INDUCI-

DA EN CONEJOS.

DIA Mg Fe/ml X s . cv
0 2.09 © 0. 40 19.2%
1 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 29.29%
7. 2.73 ©0.99 36. 5%
8 3.26 0.74 ‘ 22.T%
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 1.00 39.2%

* Se muestra el promedio de 11 conejos. '
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Grafica 20.-Concentracién de hierro sérico en conejos
durante 1a anemia inducida. Se marcan los dias signifi

cativamente diferentes del dia cero con una p€0.01 (()).
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TABLA XIITI

CORRELACION ENTRE HIERRO SERICO PARA 11 CONEJOS Y CERULO-

PLASMINA SERICA DE 4 CONEJOS DURANTE IA ANEMIA INDUCIDA.

Dias de desfasamiento . Coeficiente de correlacidn

0 ‘ 0.106
1 ( , 0. 640

2 - 0.731

3 ' 0. 367
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La correlacidén para 1 y 2 dias de desfasamiento es -

significativa, con una p{0C.0l.

Tomando en cuenta los datos obtenidos tanto de los -
conejos tratados en este experimento, como de experimen--
tos anteriores, se puede pensar en una posible reiacién -
entre el incremento en los niveles de ceruloplasmina y la

salida de hierro al sueroc 24 horas despuéé.
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DISCUSION

En la primera serie de experimentos realizados como=-
barte de este trabajo, se intentd caracterizar la reaGe—=—
cién de oxidacidén del DPD (dimetilparafenilendiamina) por
la ceruloplasmina, reaccién gue es utilizada en la cuanti

ficacién de la actividad enzimdtica de esta proteina.

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 asi como una enzima alostérica que es regu

lada por el pet” gue parece ser su principal sustrato.

Cabe entonceé la posibilidad de que hormonas como ~-
noradrenalina, adrenalina f serotonina, que in vitro han
probado ser susceptibles de oxidacién por ceruloplasmina~
v que parecen estar reguladas por ella, éomo lo demuege==-
tran experimentos en los que drogas o tranquilizantes - -
afectan la actividad catalitica de la ceruloplasmina so~=~

bre ellas, vendrian a ser indirectamente reguladas por la
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b

concentracidén de Fe'' que pudiera activar a la ceruloplas

mina.

Esto, claro, tendria que basarse en la suposicién de
que hubiera Fe't libre o disponible en el suero pafa lle-
var a cabo esta regulacién. Habria que demostrar enton--
ces la existencia de Fe** "libre" o no unido a transferri
na en el suero en situaciongs ¢ue exigieran un aumento en
la actividad catalitica de la ceruloplasmina sobre estas-
hormonas, como por ejemplo al elevarse sus niveles debido

a situaciones de alarma.

Por otra parte, se vid que el Fe+++, contrariamente-

a lo sugerido porxr Curzon, no es capaz de oxidar directa--
mente al DPD, y no es un activador de la ceruloplasmina -
como lo es el rett. E1 re*™t dificilmente se encuentra -
libre en solucidn, ya que es susceptible de formar hidrd-
xidos insolubles por lo que es poco probable que cumpla =-
con la funcién de activador de la ceruloplasmina en condi

ciones fisioldgicas.
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Con respecto al cu™, los resultados expuestos ante-
riormente demuestran gue no tuvo efecto sobre la reacciéh
de ceruloplasminé con DPD. El cu*t, como se habia mencio
nado antes, es incorporado a la ceruloplasmina en el higa
do, gue es el sitio dpnde se sinteriza esta enzima. Va~-
rios experimentos demuestran que la ceruloplasmina es in-
capaz de inéorporar cobre a éu molécula después de salir-

a la circulacidn.

El cobre por si solo es capaz de oxidar al DPD, pero
dnicamente en muy altas concentraciones y adn asi no lo--
gra una oxidacidén completa de este sustrato, lo cual de--
mueétra que la oxidacién del DPD es debida a una reaccidn
enzimitica especifica en la que interviene tanto la parte
peptidica de la enzima como el cobre unido a ella en su -

centro activo.

El EDTA, reportado como inhibidor de la ceruloplasmi
na, parece funcionar como guelante del cobre unido a esta
enzima, disminuyendo asi su actividad enzimdtica hasta en

un 82%. Cabe mencionar que este efecto se da dnicamente-
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a muy altas concentraciones del EDTA, lo cual implica que
el cobre removido de la ceruloplasmina se encuentra firme
mente unido a ella y gque no es facilmente disociablé. Es
to concuerda una vez mds con la idea de gue la ceruloplag
mina no libera su cobre ficilmente al salir a la circula-
cidn v que si es gque tiene la funcidn de transportar co--
bre a ciertos tejidos, lo entrega incorporandose totalmen
te a ellos., La vida media de la ceruloplésmina es de 54
horas, lo cual es bastante corto comparado con el de otras
enzimas y podria ser asi debido a su rdpida incorpracién-

a los tejidos en los que libera cobre.

Por otra parte, el experimento en el que se indujo -
anemia crénica a conejos, condujo a una serie de resulta-

dos gue se discutirdn a continuacidn.

En primer lugar, se obtuvieron los valores hematolé~
gicos para cada dia del sangrado, y éstos concuerdan con-
resultados previamente repoxtados (59), a diferencia de =~
otros experimentos similares, se observa una menor disper

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

Estos conejos, hacidos en el bioterio de la Facultad
de Ciencias, UNAM, provenian de una madre que se habia -
comportado como buen; productora de sangre en experimen--—
tos anteriores de induccién de anemia crénica, y, al pare
cer, heredaron esta caractefistica, ya que respondieron -
a la anemia produciendo mds hemoglobina y células rojas -
que el.promedio de conejos hasta entonces analizados. --
Puede observarse, sin embargo, gue el aumento en la pro--
duccidn de hemoglohina no se da en la misma proporcidn --
que el aumento en el nimero de eritrocitos, por lo que al

combinar ambos parametros para obtener la cantidad de he
moglobina por célula (MCH), se ve que ésta aumenta consi-

derablemente durante todo el experimento.

Esto nos indica que hay factores limitantes en la -
produccidn acelerada de sangre, y que estos factores ac--
tdan a distintos niveles. En este caso, tal parece que -
la produccién de células, que depende del namero de célu-

las progenitoras que se estdn multiplicando y de la sintg
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sis de dcidos nucleicos, estd mas limitada que la produc-
cidn' de hemoglobina que depende del aporte de hierro y de

la sintesis de las cadenas de globina.

Con respecto a la ceruloplasmina, pudimos ver que el
estinmulo de la eritropoyesis producido por el sangrado =--

provocd un cambio en los niveles de esta enzima.

Como se observa en la grafica 12, no hubo un cambio-
en la actividad de ceruloplasmina durante los primeros --
cuatro dias de sangrado (0:3), lo cual apoyaria la idea =
de que la ceruloplasmina no es una proteina reactante de-
fase aguda (APR), porque si lo fuera se habria notado un~

aumento inmediato en su concentracidn.

A partir del quinto dia de sangrado (dia 4), se ob;—
serva el aumento en la actividad de ceruloplasmina en for
ma ciclicé, es decir, que hay aumento y descenso en la ac
tividad de ceruloplasmina en ciclos que en promedic duran

de dos a tres dias.
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Esta variacién en la actividad de ceruloplasmina es-
comparable a los cambios en concentracidn de hierro Séri=-
co durante la anemia, los cuales se dan también de manera
ciclica. Como se menciond anteriormente, el aumento en --
la concentracidn de hierro sérico parece darse en prome--
dio un dia después del aumento en la concentracidén de ce-
ruloplasmina circulante, y eétadisticamente ;a correla---
" cién para un dia de desfasamiento entre la salida de ceru

loplasmina a la circulacidén y el aumento en la concentra
cién de hierro sérico es significativa, tanto para los ==
cuatro conejos con los que se trabajd en este experimento
y a los cue se mididé ceruloplasmina y hierro séricos, co-
mo para once conejos utilizados en experimentos previos a

los que se mididé Unicamente hierro sérico.

El cambio en la actividad de ceruloplasmina y de hig
rro de manera ciclica y con un dia de desfasamiento po-=--

dria deberse a la siguiente serie de eventos:

a) E1 sangrado diario estimula la eritropoyesis y -

con ello la sintesis de hemoglobina.
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b) El incremento en la sintesis de hemoglobina hace
que se requiera de un mayor aporte de hierro por parte de

la transferrina a los sitios hemotopoyéticos.

¢) Disminuye entonces la ééntidad de hierro en la =
circulacién y se produce una sefial que indica la necesi-
dad de un aumento en la tasa de liberacidén de hierro de -
los sitios de almacenamiento para su iﬁcofporacién ala -

transferrina.

d) La sefial estimula la salida de ceruloplasmina a-
la circulacién o de alguna manera hace mis activa a la ce
ruloplasmina circulante, y al aumentar la actividad de es
ta enzima en el suero se libera mas hierro de los sitios-
de almacenamiento, con lo gue aumenta la concentracién de

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

e) Cesa entonces la sefial gue provocé el aumento en
actividad de ceruloplasmina y disminuye la actividad de -

ella en el guero.
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f) La disminucidén en la actividad de ceruloplasmina-
hace que baje la tasa de liberacidn de hierro de los si--
tios de almacenamiento, y, al mantenerse el estimulo de -
la eritropoyesis por el sangrado, sigue habiendo una alta
incorporacién de hierro en hemoglobina, por lo que dismi-
nuye de nuevo la concentracidén de hemoglobina en suero y-
se produce 15 sefial para el aumento en la actividad de ce

ruloplasmina, inicidndose asi un nuevo ciclo.

La seffal que provoca el aumento en la actividad de -
ceruloplasmina podria ser el aumento en los niveles de -~
apotransfefrina, ya que, en experimentos previos al des~-
crito en este trabajo se ha medido la cantidad de transfe
rrina y de hierro séricos en conejos durante la anemia, y
se observan cambios ciclicos en la saturacién de transfe-
rrina, lo cual podria indicar que durante la anemia la --

concentracidn de apotransferrina varia. (Grdficas 21 y 22)

Durante los tres primeros dias de sangrado, la satu-
racidén de la transferrina aumenta debido a la disminucidn

en la concentracidén de esta proteina en el suero, mien~-—=-
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Grafica 21.-Concentracién de transferrina del suero de
cone jos durante la anemia inducida por sangrado diario.

Se muestra el promedio de once conejos.
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Grafica 22.- Saturacién de la transferrina del suero de
conejo durante la anemia inducida por sangrado diario.

Se muestra el promedio de once cone jos.
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tras que los niveles de hierro no varian apreciablemente.
Esto ‘podria explicar el gque los niveles de ceruloplasmina

se mantengan constantes durante estos primeros dias.

Posteriormente, la saturacién de la transferrina co-
mienza a disminuir debido a un aumentec desporporcionado -
en la concentracién de transferrina y de hierro en el sug
ro, es decir, gue aumenta en mayor medida la concentra---
cién de transferrina que la de hierro. Posiblemente 1la
baja saturacidn de la transferrina, que podria considerar
se con un aumento en‘los niveles de apotransferrina, esti

mula la salida de ceruloplasmina la circulacidn.

La saturacidn de la transferrina varia a lo largo =--
del sangrado en forma ciclica, observindose una tendencia
a alcanzar niveles bajos que se mantienen aproximadamente
en - un 50% de saturacién hacia los Gltimos dias del san~-
grado. La ceruloplasmina, en respuesta} se incrementa en

mayor medida hacia los Gltimos dias del sangrado.

Si se correlacionan los valores de saturacidn de la
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transferrina con los de actividad de ceruloplasmina duran
te la anemia deéfasando estos Ultimos un dia con respecto
a los primeros, se obtiene un coeficiente de correlacidn~
ée - 0,590, con una p<0.0l. Esto parece indicar que =-—
hay una relacidén inversa entre la saturacidn de la trans-
ferrina y la conceﬁtracién de ceruloplasminaf y apoya la-
hipStesis de que la disminucién en la saturacién 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 midid la concentracidén de transferrina —
en el suero a 105 conejos a los que se_indujo la anemia,~
por lo que la estimulacidn de la actividad de ceruloplas-—
mina debida a una disminucidn en la saturacidn de la =~ ~-
transferrina debe tomarse con reservas, mientras no se ha
ga un experimento en el que se induzqa anemia crénica a -
conejos por sangrado diario y se mida actividad de cerulo

plasmina y concentracidén de hierro y transferrina séricos

para cada dia.
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Por otra parte, se puede decir que los datos obteni-
dos para cada uno de los pardametros que se midie;on en eg
te experimento muestran una gran dispersién al promediar-
se, es decir, que se tienen desviaciones standard muy al-
tas en todas las gréficas promedio, lo cual se debe a la-
variabil;dad bioldégica que se.da en experimentos con bajo

nimero de muestras.

Estas‘desviaciones podrian quizés‘disminuir si se ha
cen experimentos que abarguen un mayor ndmero de indivi--
duos aungue para ello deban salvarse ciertas dificultades
técnicas, como lo es la obtencidén de los valores hematolg

gicos para cada dia 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 caracteris-
ticas de la enzima ceruldplasmina. la cual es una ferroxi
dasa que es activada por su propio sustrato principal, el
Fe++, para actuar sobre otros sustratos como el DPD. Es-
ta activacién no se da con el Fett* ni con el cu't. ra-
apotransferrina no causé efecto alguno sobre la actividad
de la enzima, lo cual indica que en las condiciones en --
que se trabajo la engima no contenia Fett pegado a su mo-
lécula; el EDTA, en cambio, a muy altas concentraciones -
inhibié la actividad de la enzima, posiblemente quelandc-

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 cuar
to dia de sangrado, en respuesta guizds é una mayor nece=
sidad de salida de hierro de los sitios de almacenamiento.
La ceruloplasmina, al parecer, provoca la salida de hierro

a la circulacidén 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 ceruloplasmi

na en el suero.
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