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INTRODUCCION

El cobre es probablemante e} primer metal conocido por el hombre, ya que se han encontrado ins-
trumentos de cobre en las tumbas egipclas que datan de 5000 A.C. Las anfiguas minas de cobre se
tocalizaban en Ia isla de Chipre y la palabra cobre se derivé originalmente de cyprum que se modifi-
(-] cuprum. Sin ia identificacién del cobre en los seres vivos tiene unicamente
150 afios (1, 2). Holmberg (3) reporl6 en 1844 por primera vez una proteina azul de la fraccién de

del suero que cobre y que posee actividad enzimética de oxidasa.
Fue llamada (Cp) por + y Laurell en trabajos posteriores (4-7) en los que
descyibieron la purificacién y otras observadones basicas acerca de sus propiedades quimicas. En
Ia actuatidad se le ha asignado el nombre de Cp;: fterro(l): oxig oxl-
doreductasa, EC 1.16.3.1] (8-10).

A. PURIFICACION

El trabajo original, en el cual Holmberg y Laurei! (5) aislaron a la ceruloplasmina del suero de huma-
no, mostré que el cobre presente en el suero puede precipitarse por saturacién al 50% con sulfato de
amonio obtenlendo una fraccién de coler azul con un de cobre de de 0.03%. Al
tratar el con alcohol y y con sulfato de amonio pu-
dieron separar una prolelna con un contenido de cobre de 0.35% a la gue llamaron ceruloplasmina

. F 11 p un método que emplea el fraccionamiento del suero
con rivanot y |la extraccitn del prec.puado con alcohol etilico. Estas primeras purificaciones de la Cp
se lograron antes de que se de los mé y fan por tanto, de
pasos de precipitacién.

Mas tarde Sanders ef af (12) y Curzon y Vallet (13) demﬂblemn un procedimiento para aistar la Cp
del plasma la ) idnico. Broman (14) introdujo la
de la Cp. Este hallazgo fue corrobo-

dos
rado por Rlchlodch 15) qulen encontré que los dos

peso de cobre y Estos i

mientos parien en general de suero envejecido, de fracciones de Cth {11-15) o bien de suero re-
P {18) que os rico en

En el primeso de una serie de trabajos, Deutsch (17) la 16n d
y Deutsch y Fisher (23) utilizaron Cp aparentemente pura y encontraron tres fracciones al ‘recroma-
tografiaria en hidroxiapatita. El 12% del total pi P fisicas y alas
de la Cp, pero con que p a agreg que la
que representa el 3% del total ser i La i del trabajo
de Kasper (18) fue sin duda el bl de la i de Ia Cp al medio. Encontrd que
amortiguadores lales como el barhital, Trls. EDTA O y atin ja croma-
tografia EAE bles en el palrén electroforético de la Cp.
Observé tamblén que las preparaciones viejas de Cp mostraban una pérdida del color azul y la pre-
sencia de de alta ténica y que el proceso de pérdida del cobre no es rever-

sible. La inestabllidad de la Cp queddé de maniflesto en varios estudios més que mostraron que
agentes para la determinacién de grupos tio! ocasionan la pérdida de color azul y de la actividad de
.oxidasa, Deutsch y su grupo publicaron después (19) un método para purificar a la Cp a partir de fa
fraccién IV-1 de Cohn que comlene apmxlmadamenle ta mitad de 1a Cp presente en el plasma fres-
co, Las yla i bil de la Cp fueron reportadas por Kasper y
Deutsch (18) que obtuvieron apoprotelna por et método de diélisis contra soluciones de cianuro, mé-
todo que {uego fue modificado af reducic a la proteina con acido ascérbico seguido por el tratamlento
con el agente N,N-dietilti (20) que sin la de agre-
gados. También se report6 (21) que el almacenamiento a -80°C era mejor que a -20°C. El procedi-
miento descrito por Morelt (22) para obtener a partir de e Cp,

la de agreg p pués de 1 a 3 dias a temperatura ambiente. Con estos an-
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tecedentes, Broman y Kjellin (18) desarollaron un método de separacién "rapido, ciclico y semicon-
tinuo” en el cual se evitan los procedimientos destructivos pata obtener un producto homogéneo.

Asl, con el descubrimienlo de que la es al ataque p

Rydén (24) propuso iniciar la preparacién de la Cp a partir do suero o plasma fresco en presencia de
un Inhibidor de proteasas tal como el acido e-amino caproico. A partir de este punto podemos encon-
trac un inlerés en et de las de pi de la Cp utilizando las metodolo-
gias ya establecidas y que dan como 1a obf J6n de-la p sin (25-28).

B. LA CERULOPLASMINA Y SUS FRAGMENTOS

Poulik (29) fue el primero en iblr varias que a la molécula de la Cp,
que fue por otros (30-33), qulanes postularon que la Cp
una é o4 B4 o bien una estructura tetramérica a2 82. En estos mode-
fos se prop: 1a exi ia de figeras y con un peso molecufar de 18,000 y
80,000 dalmnes respeciivamente. E| repor(e de que ta Cp porcina presenta una sola cadena poli-
peptidica (34) llevé a Rydén a rel alaCph ya con la de la

proteina alslada de otras tres especles de mamll’ems (35-38). La Cp obtenida tanto de humano
como de cerdo, caballo y conejo consiste de una cadena polipeptidica unlca con un peso molecutar
cercano a 120,000. Preparando una muestra de Cp de suero
de proteasas, &cido c-amino capmloo, se obtuvo una cadena Gnica y un fmgmento de 17 000 Ilplco
con tripsina, se

Ios descritos como subunidades (24 0 3n.

Hoy en dia que la p es una g det suero que en el
e 1,04 Iducs de aci 0.3% de cobre que corresponde a 6-7 lomos
de cobre de {res tipos diferentes y 7-8% de Su pH 8 es de 4.4 y su coefl-
ciente deo sedimentaclén de 7.2 S (1-2, 8-9). Eslas i so en la
. Tabla1.
TABLA 1

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LA CERULOPLASMINA HUMANA

Mr {Pesc molecular relativo)

Equilibrio de Sedimentacién 134,000 + 3,000
Electroforesis en SDS 123,000 - 135,000
Contenido de Cobre 0.30 % 0.3%
Contenido de Carbohidratos 7 - 8%
E610nm: 0.69 & 0.01
Ezgonm'® 15.0 % 0.4
PH Isoeléctrico 4.4
Constante de Sedimentacién 7.2 8

Tomado de Frieden y Hsleh (8) y Rydén (8).

Por otro lado Carrico (38) y ¢ (39) ia de una forma apo en el suero
humano y en ratas, que preseniaba un bajo contenido de cobre y sin actlvldad de oxidasa, hecho
que ya habia sido mencionado por Kasper (40) quien detectd la de nuevos

antigénicos como resultado de un cambio dela en de cobre.
Basado en datos Inmunogquimicos Lowenstein (9) propuso que la h

un enlace peptldlco senslble 8 proteasas ¥ cuya ruptura genera dos péplidos inactivos con pesos de
93,000 y 24,000. A los de King: 1) yde (42) la presen-




cia de la Cp /n vivo como una cadena polipeptidica tinica con cuando menos 5 enlaces que son pun-
tos especificos de fragmentacidn proteolitica.

Cabe la p de multiples formas de la Cp humana con pesos molecu-
lares aparentes de 200,000, 135 000 y 115,000. Eslas tres formas se encuentran en circulacién y
presentan actividad de oxidasa, y atin cuando el entrecruzamiento de la Cp 135 resulta en dimeros
con movilidad electroforética similar a la Cp 200, en el higado se detecté la presencia de dos tipos
de mRNA para Cp que codifican para Cp 135 y Cp 200 (43).

C. ESTRUCTURA DE LA CERULOPLASMINA

La protedlisis imitada de la Cp en condiciones controladas ha sldo utilizada pam determinar la es—
truciura de la cadena polipeptidica de la Cp. Se ha @ tres
toliticos principales: uno de 87,000 que corresponde al exmamo amlno de la c&dana, uno de 50 000

que es el cenlral y uno de 19,000 que es el que la d
mas La de la ia de en cada uno
de estos lmgmanlos ha pormltldo determinar que fa cadena polipeptidi iste de tres
unidos de cada uno de los cuales contiene 350

residuos de aminoAcidos con un 30% de identidad en secuencia (44-49).

La cadena polipeptidica contiens ademés cuatro sitlos de unién para los oligosacéridos, tres de ellos
se encuentran en el fragmernto de 87 kDa y uno en el de 50 kDa, en segmentos de la secuencia que

presentan el mayor grado de Los olig 4 de la Cp estan ani-

de N by ios, y el en la Cp Tipo
Il. Enla Cp se 6 la p de 9 moles de ﬁddo slelloo. 18 moles de glucosa-
mina (como derivados N-acetil), 36 en p 2:1) y 2 moles de

fucosa (2, 50) La Cp Tipo | comprende alrededor del 85% de Ia cantidad total de Ia Cp y contlene
de que fa Tipo |l posee unicamente 33 residuos (8,

15 20, 23 100) Memés, se encuentran otros tros sulos con la secucncla aceptora Asn-X-Thr/Ser
Se ade-

més cinco puenles disulfuro y cualro grupos sulfhldrllo llbres {45).

La secuencia de aminoécidos y el modelo de la ceruloplasmina se presentan en la Figura 1 (44-45)
en la cual se puede observar que alrededor de dos terceras partes de los aminoécidos muestran
doble o triple ta 6n de la de la Cp o] hecho de
que la protelna se sintetiza y secreta como una cadena polipeptidica unica que sin embargo, sufre
un proceso de autoprotedlisis durante su purificacion y p in vivo. E|

espont&neo de la Cp genera tres por ia existencla de dos sitios
bles, uno entre los fragmentos de 87 y 50 kDa y el otro entre el de 50 y 19 kDa. Estos sitios se pre-
sentan en las de de més que en los limites entre las regiones. La pro-

teélisis limitada con tripsina /n vitro corta el fragmento de 50 kDa en dos fragmentos de tamafio simi-
lar (25 y 28 kDa) pero de diferente Secuencia; y el de 67 kDa Se corta en una fragmento de 49 y otro
de 18 kDa., Estos dos cortes coinciden con los limites de los segmentos de identidad.

Lal 6n ob con dios de de rayos X indica que la molécula de cerulo-

es una elip: con de 8.5 X 8,5 X 13.0 nm (2, 8-8), que presenta tres do-

. minlos una simllar nl las p de tortuga,
borrego y polio (51). En cuanto a su que 1a i

30% de los de & en Iémlnas B 25% en 5 a hélices y 45% en

estructuras al azar. Los residuos cargados predominan en tres sitios: el exiremo amino, el extremo
carboxilo, y, las dos a hélices y la vuelta B en el segmento que va de! Asp-34 a la Lys-51 (51).



FIGURA 1
Secuencla de aminoécidos de la CERULOPLASMINA humana.

KEKHYYIGII ETTWDYASDH GEKKLISVDT EHSNIYLQNG PDRIGRLYKK ALYLQYTDET
FATTIEKPVW LGFLGPITKA ETGDKVYVHL KNLASRPYTEF HSHGITYYKE HEGAIYPDNT
TDFQRADDKV YPGEQYTYML LATEEQSPGE GDGNCVTRIY HSHIDAPKDI ASGLIGPLII
CKKDSLDKEK EKHIDREFVV MFSVVDENES WYLEDNIKTY CSEPEKVDKD NEDFQESNRM
YSVNGYTFGS LPGLSMCAED RVKWYLFGMG NEVDVHAAFF HGQALTNKNY RIDTINLFPA
TLEDAYMVAQ NPGEWMLSCQ NLNHLKAGLQ AFFQVQECNK SSSKDNIRGK HVRHYYIAAE
EIIWNYAPSG IDIFTKENLT APGSDSAVFF EQGTTRIGGS YKKLVYREYT DASFTNRKER
GPEEEHLGIL GPVIWAEVGD TIRVIFHNKG AYPLSIEPIG VRENKNNEGT YYSPNYNEQS
RSVPPSASHV APTETFTYEW TVPKEVGPTN ADPVCLAKMY YSAVDPTKDI FTGLIGPMKI
CKKGSLHANG RQKDVDKEFY LFETVFDENE SLLLEDNIRM FTTAPDOVDK EDEDFQESNK
MHSMNGFMYG NQPGLTMCKG DSVVWYLFSA GNEADVHGIY FSGNTYLWRG ERRDTANLFP
QTSLTLHMWP DTEGTENVEC LTTDHYTGGM KQKYTVNQCR RQSEDSTEYL GERTYYIAAV
EVEWDYSPQR EWEKELHHLQ EQNVSNAFLD KGEFYIGSKY KKVVYRQYTD STFRVPVERK
AEEEHLGILG PQLHADVGDK VKIIF! T RPYSIHAHGV QTESSTVTPT LPGETLTYVW
KIPERSGAGT EDSACIPWAY YSTVDQVKDL YSGLIGPLIV CRRPYLKVFN PRRKLEFALL
FLVEDENESW YLDDNIKTYS DHPEKVMKDD EEFIESNKMH AINGRMFGNL QGLTMHVGDE
VNWYLMGMGN EIDLHTVHEH GHSFQYKHRG VYSSDVFDIF PGTYQTLEMF PRTPGIWLLH
CHVTDHIHAG METTYTVLQN EDTKSG

Modelo de la Se los tre:
67,000, 50,000 Y 18,850) en e! orden propuesto asi como la Iocalludon de los oliaosacsd-
dos {GlcN) asl como de pi p Tomado de T: {44-45)

) 3 00
Scals: numbes of residues

D. CERULOPLASMINA EN OTRAS ESPECIES.

La mayoria de los estudios existentes se refieren a la sin esta
proteina se ha encontrado en muchas otras especies. Ciedtamente la Cp de cerdo fue la primera
muestra de esta proteina alslada por Holmberg y Laurell (4), y a paitir de entonces se han descrito

miiltiples para la de Cp de cerdo (34, 38, 52), vaca (53), rata (54), borrego
(55-58), conejo (36) y caballo (38 57) en el grupo de los mamlfems Se ha alslado la Cp del suero de
pollo (58-59) y ganso (60); y se tienen p dela de esta p en las gas (81)
y en la rapa toro (8). A existen de ia p de esta en el suero de

elépidos y de salménidos (8), de tal forma que resulia plausible concluir que la ceruloplasmina se
6:;"82::‘8 presente en todos los vertebrados ain cuando pueden diferir su cantidad y propledades
enziméticas.



La ceruloplasmlna de tortuga (81) presenta una resistencia poco comiin a la proedlisis y al enveje-

conlap de otras y grupos; sin embamo su aclividad catall-
tica es lamblén muy baja. Presenta un peso molecular cercano a 145,000 y un contenido total de
cobre de 5.1 dtomos por moiécula,

La ceruloplasmina de pollo se presenta en concentraciones muy bajas en condiciones normales, sin
embargo puede aumentar varas veces su concentracién al inducir su sintesis en situaciones lules
como 1a infeccién (58). La Cp de pollo es una cadena poli i de peso de
124,000, y presenta una relacién Agyg/ Apgg de 0.07. Las hexosas, hexosaminas y 4cido sidlico re-
presentan el 7.2% del peso, y el Acido siélico es inicamente un tercio del que se presenta en (a pro-
teina humana; el cobre constituye el 0. 20% lo que sugiere la presencia de 4 a 5 dtomos por molécu-
fa, La de Acidos, mu! ida a la Cp e85 més baja en metionina y tiro-
sina y es inmunoquimicamente dlferenle (68-59).

La ceruloplasmina de ganso (80} n la p de pollo y con la humana.

Tiene un peso molecular de 121,300, una relacién Aem’"‘zao de 0.07; el cobre representa 0.32% lo

que comresponde a 8 dtomos de cobre por molécula y presenta un bajo contenido de tirosina, Cistel-

na y aminodcidos &cidos. Los carbohidratos constituyen el 8.85% del peso y e! contenido de Acido

siélico es (a mitad del de ta Cp humana Al igual que la protelina de polio se presenta en baja con-
y posee de sup

Las ceruloplasminas de cerdo {34,38,52), caballo (38, 57), conejo (38), rata (54), vaca (53) y bomrego
{55-56), p e las de la astn cuando para cada es-

pecie se han algu E! peso varia de

124,000; el conlenldo de cobre equlvale a B a7 dtomos por molécula, y la composicién de aminoa-

cidos de conejo anti Cp humana

reacciona l‘uenemenlu con los sueros de venado, cabra, oevdo y perro y menos Intensamente con

los de rata y cobayo lo que implica que 1a Cp de lodas sslas especies presenla caracteristicas es-
la

(30). Sin P de la d de de-
mostré que a Cp de rata es menos que sus p y de otros i
(54), mientras que la Cp de ovino p una aclivid. imé mayor (55).

E. METABOLISMO DE LA CERULOPLASMINA

La ceruloplasmina representa méas del 85% del cobre total en el plasma humano, y el 70% del cobre
corporal total. En 1a rala, la Cp tiene una vida media de 13 h mientras que en et conejoes de 58 hy
en el hombre de 2-3 dias (2).

La asmi es una protell en el higado y 1os p: con
su alad én del papel de
en su sintesis (62-64) Se detecté que la hi la provo-

can un incremento en el cobre h con el en la Cp sérica; sin embargo,
el estradiol induce la sintesis de novo independlentemente del nivel de cobre hepético (85).

©Otro tipo de estudios determind que no existen diferencias estruclurales entre la Cp del recién naci-
do y la de! adulto, pero que los niveles de Cp del adulto se alcanzan hasta los sels meses de edad
(86-87). Los cerdos recién nacides no prosentan Cp y su sintesis se inicla aproximadamente una

del del nivel de cobre de la dieta (88), mientras

que los estudios realizados en caballo (89) y rata han do que [a 6n de cobre y la
actividad de 1a Cp se desde el del hasta 1a 4a semana de vida.
Duranie el desarrollo fetal de la rata, la Cp se en los que son

€} principal sitio de sintesis extrahepatica en este perlodo. de tal manera que al nacimiento se en-
cuentra el 60% de la Cp presente en el adutto (70-71, 176).



En cuanto a la sintesis de la se ha que se lleva a cabo en ribosomas uni-
dos a membrana, con un nimero de 16-18 por mRNA. € @l 0.6% de los poli-
somas otales de higado y el mensajero representa e! 0.29% de! RNA que contiene poliA; es decir se
presentan entre 400 y 535 moléculas de mRNA de Cp por célula parenquimatosa del higado (72). La
Cp no sélo se produce en el higado, sino también en otros tejidos tales como corazén, cerebro y ri-
fi6n, slendo maxima la produccion en el higado que es ademés el tnico érgano que la secreta hacia
la ({71). En el h ito, el cobre en el sistema venoso-porta como comple-
Jos cobre-atbamina (154, 213), se incorpora a la Cp en su proceso de biosintesis. La entrada del co-
bre a 1a molécula de Cp induce un carnblo conforrnacional en una serie de eventos que ocurren en
el reticulo rugoso. Se ha prop que los niveles de cobre intracelular reguian la in-
gesta de cobre y los niveles del mRNA de Cp (74). sin otros que el
contenido de cabre del hepatocito no tiene efecto en la expresién hepética del gen de la Cp ni en su
SO prop que la i6n del cobre a ta proteina recién sintetizada no
es el paso enla de la de itos de rata (212). Los oli-
e la no tener papel en el mecanismo de incorporacién de cobre a la
motécula de Cp A!rcdedor "dol 10% de la a la forma
que nop en su dnéllca de sintesis y 16 n la
na (73), ain cuando no es claro s| esta forma se secreta del higado sin cnbre a es el resultado de!
Intarcamblio de cobre entre of plasma y los fluidos extracelutares (212).

La forma de de la do regreso de la circulacién hacia el higado no se co~
noce con praclslbn. sfg embargo una vez en el hipado la Cp se une a receptores de Ias células

5.7 con una de facién de t X 107/M. Estas
células, que se enouanlmn en el lado fuminal, toman a la Cp por un mecanismo de endocitosis me-
diada por receptores; !a molécula se mueve a través del por clatrina
y se externalizan por. €] proceso de del lado del en donde es recono-
clda por los Este de | ta acidificacién de la
vesicula medlada por una bomba de p ATP la del receptor y su re-

de los de &cido silico de las de i

dos para exponer a los residuos de galactosa (75-768).

Se han purni! los del del higado de rata que se describen como cadenas
pollpeptidicas dnicas, sin puentes disulfuro externos que puedan ser removidos par B-mercaploeta-
nol, con un peso molecular aparente de 35,000, un 3% de carbohidratos y un punto isoeléctrico de
52 Dado el bajo peso molecutar del receptor, y a la descripcién de receptores para la Cp en
eritrocitos con un peso molecular de 80,000, se ha postulado que esta cadena comesponde a un
monémero de una molécula mayor capaz de funcionar como receplor en la célula intacta (79-80).

Por otro lado, en el higado se | la de p para Cp U en el endo-
telio, sin embargo, se ha descrito un proceso de unién especifica de esta proteina en las células de
" Kupffer por que so diferentes a los del endolello (81). Otros tipos celu-
lares tales como los eri aortay del fa ca-

pacidad de interaciuar especircamente con la Cp. Los receptores de las membranas de corazén y
aorta de pollo presentan una Kd de 10-8M, son més abundantes que en otros tejidos, saturables, re-
versibles, sensibles a tripsina e insepsibles a neuraminidasa (82); existen 144 receptores por efitro-
cito_humano con una Kd de 5 X 10-9M y 264 raceptoms por eritrocito de conejo con una Kd de 4 X
10°9M (80). La de los n la Cp de la de

::aa;t):lo presente y se caracteriza porque no existe (mnspone de 1a proteina a través de la membrana

F. EL COBRE EN LA CERULOPLASMINA

La ceruloplasmina, la lacasa y la ascorbato oxidasa constituyen et grupo de las oxldasas azules, qus
se caracterize por la presencla de Atomos de cobre en su ¥y que i
strato con la & de 4 auna de ox/| (84-85) El con-




(enldo de cobre on la Cp varla entre 0.27 y 0.32% lo que significa entre 8 y 7 dtomos de cobre por
cobre unido laxamente que puede quelarse. Ademéas se ha pro-
puesto la e;ustencla de muttiples sitios no s6lo para la uni6n de m4s atomos de cobre sino también
para Co (1Y), Ni () y Zn (II) (2, 8).

£l esp visible i dela una banda de absorcién dominante a
610 nm, pero sep bandas de 330, 450 y 750 nm (2, 8).
El estudio de las caracteristicas del cobre en la | ina ha i ta p

de tres tipos diferentes de cobre en esta proteina. El Tipo | se refiere a los iones de Cu (If) respon-
sables del color azul de 1a proteina y presenta una banda de absorcion cercana a 800 nm, Consiste
de dos centros no equivalentes con potenciales redox (490 y 580 mV) y parémetros EPR
(Resonancia Paramagnética del Electrén) diferentes. Cuando Se reduce artificialmente a estos 4to-
mos de cobre, uno de los cobres se reoxida en p de Og, que el otro req H0p
para reoxidarse. El cobre Tipo Il se conoce también como "Cu (ll) no azul” debido a su baja absor-
cién en 1a region visible de) espectro, pero es detectable con la técnica de EPR, Este tipo de cobre
cambia su simetria cuando se reduce el primer cobre Tipo | y se reduce posteriormente. La organi-
zacién tridimensional tedrica det sitio activo suglere que !os &tomos de N del imidazol de los resi-
duos de histidina son los ligandos del cobre Tipo 1l. Se encusntran en una relacién Tipo |: Tipo !l de
2:1, y representan el 44% del cobre de [a ceruloptasmina. El cobre Tipo 1l se refiere a os 4tomos de
cobre EPR inactivos responsables da una banda de absorcién entre 310 y 350 nm, que forman sitios

antife Se ha prop! que para e} i de la
Cp como oxidasa es muy importante el estado del cobre ¢ de estos dos Gltimos 1ipos, y que se presen-
tan como un agregado trinuclear. Adn cuando todos los Atomaos de cobre nio se encuentran contiguos -
en la molécula de la Cp, se propone que en el sitio catalitico se presentan los tres tipos para generar
una cadena de de en la cual los van del cabre Tipo |
allly poslanurmenle al Tipo 1l (2, 9, 40, 85-80, 92-93).

Se ha encontrado un gran nimero de iones, panlculﬂrmenle aniones, que afectan la aclividad de
oxidasa de la ceruloplasmina. Los anlones la CN™ > N3" > OCN" >
SCN-~ > SeCN™ > F* > I » NOg3™ > CI" > Br- > (ClO4", (etrabomlo. borato, fosfato, sulfato, cacodi-
lato). El andlisis de los efectos de los inhibidores indican que la mayoria de los aniones interactian
con el sitio del cobre tipo Il mientras que otros ejercen su awan can intermediarios enzimalicos. Las .
modifi de fa Cp son: de

en el EPR, decoloracién de la proteina y pérdida de la adivldad enzlméllca de oxidasa (94-99).

Por olra parte, se ha encontrado que parte del cobre unido a la ina puede-
traténdola con Chelex sin pérdida de la absorcién a 810 nm o de la actividad enzimatica; mientras
que algunos otros agentes tales como et EDTA, clanuro y el de Tris, son cap de
exiraer el cobre 1) fuer ala na (18, 40, 100-101). Sin embargo, la disociacién
total del cobre de la protefna y su mcansmuclén a Cp activa, repotada por primera vez por
Scheinberg y Morell (102), y algunos otros Por una parle, la
adicién de de cobre alas i para saturar a la proteina sin cobre, su-
glere que la unién del cobre es un fenémeno de todo o nada (38, 92); mientras que otros resultados
.indican que puede formarse una molécula con el 50% del cobre bajo clertas condiclones (18,91).
 Asi, 1a remocién del cobre genera la molécula de apoCp que dnnere de la holoproteina en vados as-
pectos. Tiene un de menor, p

nuevos y su eslructura es mas expandida (18, 38). En e suero humano la apoCp constituye entre el
10y el 20% de la Cp tota), y es m4s abundante en ratas con deficiencia de cobre y en paclentes con
la enlennedad de W‘Ison (39, 103-104). Se ha prop que la ap 1 65 el
de unad re la de de ia cadena yla de &
racién del cobre a ln molécula {38).
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G. EL GEN DE LA CERULOPLASMINA

El gen de la ceruloplasmina se ha mapeado en la banda 3q 25 de) cromosoma humano 3 en donde
constituye un grupo génico junto con los genes que codifican para la transferina, la pseudocolines-
terasa-1 y la ax-HS gicoproteina. EI gen codlrlr.a para una secuencia lider de 19 residuos de ami-
noécidos hidrdfobos seguida por los Se han clones
de cDNA que incluyen desde la secuencia del péplldo lldar hasta 114 nucledtidos antes del extremo
carboxilo (105-108).

Se conoce un bajo nivel de polimorfismo genético de Ja ceruloplasmina en varias poblaciones hu-
manas y les se con una menor ala por el andlisis de fre-
cuencia para su deleccién (>5%). En la 6n negra i se han tres alelos,
llamados CpA, CpC y CpNH ademés del alelo normal llamado CpB que se presenta con una fre-
cuencia del 94%. En grupos de Europa, India y el Medie Oriente la frecuencia de! alelo CpB es de
alrededor del 99%, mientras que en algunas poblaciones Afiicanas el alslo CpA se presenla con una
frecuencia del 10 al 15% (8).

En ios de [a exp del gan de se detectd la presencia de dos clones dife-
rentes con un patrén de . Se prop! que el p: dife-
rente del RNA podria llevar a la p de en los di tejidos, puesto que una se-
cuencla de 12 p en el intrdn ib con una para cua-
fro entre los uos 1041 y 1042, Esta forma se presenla raramente en el
plasma. Se han identificado tamblén dos sitios de

dica en las posiciones 79 y 449; ambas invelucran un punto de lnlercamhlo de gllclna y lisina (44-45
109).

Por otra parte se ha encontrado un psaudogen para la Ia humana que con-
tiene al DNA que ala dol gen [ y que codifica para los 563 aminod-
cidos del carboxilo terminal y Ia regién 3' no No alos del gen

exceplo por un intrén pequefio que marca el extremo 5§' det pssudogen. Se localiza en el cromo-
soma 8 en !a regi6n 8q 21,13 - q 23.1. Presenta un 87% de ldentidad de secuencia con el gen silves-
tre lo que sugfere que la formacién del pseudogen fue un evento evolutivo relativamente reciente

que con {a I de los (100 de afios). En cuanto a su origen se
plensa que surgié como de un que resull6 de ta iniciacién dentro del
gen ya que no se que dan al 5' del gen sil-
vestre o blen, que resultd de una especie ds RNA que fue poruna reversa y

luego fue insertada en el genoma (105, 110).

La de ia de del con {a del gen silvestre ha permiido
detectar varias sustiluciones da una base, una delecién de 213 pb que corresponde al punto de
unién de un intrén-exén y una duplicacion de 4 pb que se presenta en el residuo 883 del gen silves-
lEr:a y que resulta en un cambio del marco de lectura e introduce un codén de terminacién prematura.

" del se porun de 62 pb por
TC el 5 del una ia corta de
nucleétidos que es homdloga a ls de unintrén en el gen sllvestra {110).
En la rata se han aislado clones de ¢cDNA de que una identidad de se-

cuencia det 93% con la humana; ¥ se ha reporiado que el gen existe en una copia dnica en el ge-
noma haploide (70-71, 115-118).

En cuanto a la exp del gen de la enh al mRNA de Cp
en higado, macréfagos, linfocitos T, saco vitelino, placenta, ﬁtam y les1£culos (107, 100). En el hlga-
do, existen 2 especles de mRNA que que las de peso

200 000 y 135,000 son p de que codifican secuencias po"pepﬁdlcas

comunes. El mRNA de CP de 3800-3700 nucledtidos probablemente codifica a la Cp135, mientras



que el de 4400-4600 podria codificar a la proteina de 200,000 (43). En |a rata, tamblén se ha detec-
tado un transcrito de 3700 nucledtidos en el higado que se presenta desde el dia 15 de gestacitn
(71). En ¢l utero se 6 en de el 50% de las presentes en el
higado, mientras que en el saco vitelino y en la placenta los niveles de mensajero son muy bajos
(115).

H. EVOLUCION DE LA CERULOPLASMINA

La ina es una protel i a la familia de proteinas con cobre en su molécula,
Este grupo comprende pmlalnas que varian en tamafio desde 100 hasta mas de 2,300 residuos en
una sola cadena; contienen hasta 8 atomos de cobre en su molécula y realizan una nmp!la gama de

funciones que incluye de Yy y de
Asi, en esta (amma se tas i que poseen un solo atomo de cobre tipo |
las azules que se camctaﬂznn por ia presencia de los tres tipos
de cobre (nerulop!asmlna ascorbato oxidasa, lacasa, y y
los faclores de coagulacion V y VIl (217). La evidencia de que la Cp de tres i ho-
(11f)yta dela pri delas de cobre, ha permitido de-
terminar que uno de los alla i de ia en los sitios de uni6n del
cobre det tipo de p {47).
La dela i de la lacasa alslsda de N crassa con la de las otras pro-
* telnas de cobre indica un alto gmdo de de el de
la Cp humana y en grado menor con las otras dos unidades de homo|oala de la Cp y con la piasto-
cianina y la azurina. Sin el arreglo de los amino y temi-
nales suglere la evolucién por duplicacién de un gen que codificaba un dominio proteico Unico de
una p de cobre Lal ton de un tercer dominio como genéti-
co pudo haber ltevado a las yala i6n de la Cp por trip (84,112).

Sin embargo, Dwulet (47) propone que el gen primitivo de 1a Cp se formé por !a fusién de dos genes
que codificaban para protelnas de alrededor de 160 y 180 residuos de aminodcidos y que este pre-
cursor de 350 residuos se triplicd més tarde para formar el gen de la ceruloplasmina actual,

Por otro 1ado, los dela de la d ida det factor de coagulacién
Vi una orp entre esta p y la Cp, repe-
tida tres veces la | | A) en la regién codificante del gen
det factor Vill. Trabajando con el fador Vde [ que la de amino4-
cidos de la cadena Ilqera presenta una ldemldad del 40% con el fragmento carboxilo terminal del
factor Vi, se ha ia entre la Cp, el factor Vi porcino y el
factor V bovlno fo que permite postular que estos dns factores y la Cp consutuycn una familia gene-
rda por la d 16n de un gen comitn p al d io A, que ha sufrido un ~
minimo de 8 mullipli y los han mutado para dar

a las protelnas modemas de una familia cuyos genes se encuentran tocalizados cuando menos en
dos cromosomas diferentes (44, 113-114),

1. FUNCION DE LA CERULOPLASMINA

Con el dela an 1847 por H y Laurell se los

acerca de las posibl do esta Enla se ha 0 que esta protel-
na desempefia cuetro dl(erentas i ividad de amino ; actividad de

de Y. ds cobre. Sin embargo, se desconoce si los sitios
para los diferentes papeles sa localizan en sitios diferentes a lo largo de la cadena polipeptidica o sl
es un solo sitio acttvo en la ceniloplasmina el que es capaz de tener diferentes actividades depen-
diendo del sustrato (45).



1. L.a ceruloplasmina como amino-oxidasa

Holmberg y Laurell (5, 6) fueron los p en fas p de la Cp.
Mostraron que la Cp puede la i6n de una de aroma-
ticas y otros sustratos reductantes; enire ellos, la p-fenilendiamina (PPD) mostré ser e} mejor sustra-
to. En los primeros estudios de Young y Curzon se probaron 20 diferentes sustituciones de

ino, algunos derivados de catecol y aminofenoles. Algunas de estas sustanclas

tales como Ia dopa (8~(3,4 tanina) y ina son de Imp fi-
siolégica, y la comparacién de 1a cinélica de todos estos p ha que la
Km varia d de seis ord de que la Vmax vada unlcamenle en el
rango de 1 a 10 e*/Cu.min. Asi, se propone que el paso enla de

la naturaleza del sustrato, y que ésle se une a la enzima a través de los eledmnes  de! anilo. Al
mismo tiempo se demostrd que fa Cp sigue la cinética de Michaelis-Menten y que todos los sustra-
tos estudiados se caracterizan por una energia del orbital molecular ocupado mas atto (EHOMO)
excepcionalmente elevados lo cual permile pmpener que |a unién del sustrato a la enzima tiene 1u-
gar l I} i6n de un de carga, Estos datos sugleren que et
valor de la Ky, simplemente refleja la enemla de ionizacién del sustrato y no tiene relacién con fa
unidn de} sustrato a la enzima. La cinélica indica también que la 6n de un j

sustrato no tiene relevancla en la reaccién (117-121).

Utilizando especificamente como susirato, no sélo de 1a ceruloplasmina sino tamblén de sus frag-
mentos de 87,000 y 50,000, a la N,N-dimetil-1,4-fenilendiamina (DPD) se han realizado mittiples
experimentos que nos Indican que |a actividad de 1a enzima se estimula en presencla de varios io-
nes metdlicos con el siguiente orden de efectividad: Fe(I) >> Co(ll) > Mn(l1) > Ni(ll) > Mg(ll) > Zn(tl)
~ Cd(l)). Los iones, mono o trivalentes, & excepcién del Fe(ill) que es reducido de nuevo a Fe(ll), no

presentan efectos de Se ha que la del sustrato estd me-
diada por la formacién de un radical libre colorido estnble flamacdo rojo de Wurster, que presenta un
méximo de absorcion a 550 nm y cuya c en el tiempo hasta

un puds del cual d hasta 0. En este proceso se proponaen tres pasos: 1°
la de un de de carga entre el sustrato y et Cu2* de la Cp, 2° el
paso de un electrén del sustrato al cobre para la formacién de un radical libre de color amarilio y 3*
la transferencla de otro electrén al radical para ganerar un que con més

para dar el producto pdrpura estable. Este paso de dismutacidn es de suma Importancia en la reac-
cién, Asl, el poder catglitico de 1a Cp se debe principalmente al alto potenclat redox del cobre Tipo-|
aceptor de electrones y a la fuerte y especifica interaccién con el oxigeno (104, 122-128),

Por otra parte, los estudios acerca de la 6n que la Cp con
demostrd que los dcidos carboxllicos Insaturados y arométicos tienen un efecto inhibiterio; la inhibl-
clén por clanuro es y que la unién de una molécula de azida por
molécula de Cp causa Ia inhibicién completa de la enzima. Cambios de pH y temperatura asi como
1a Irradiacién con UV de 1a Cp resultan en la pérdida de la banda de 810 nm, y en la aurogaclén de

la proteina asli como la pérdida de ¥y enla de la protel-
na. Hoy en dla que la de la Cp puede ser inhibida por una emplia gama
de que pueden p en slete ias que car-
boxitatcs, compuestos con grupos -SH, agentes iones a y S-hid

doles (84, 66-99, 126-131).

La Cp tiene én como dos tipos de aminas & 1a ia
serie de S-hidroxindol, y la serie de la fenotiazina (tranquilizantas). Barass y Coult en una revislén

p papel en la dela relativa de
) en €] suero ¥ en el cerebro en donde estos com-
puestos actian como neurotransmisores, Asl, la Cp al regular |a vida de estas aminas blogénicas
regularia la quimica dol cerebro necesarla para una funcién mental adecuada, y ia interferencia con
esta enzima llevariaala de estados Se observ también 10s efec-
1os de mdiltiples drogas entre las cuales los fa | por Cp de

han postulado que la Cp juega un
yde 5
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18 noradrenalina pero inhiben la de 5-

<

{ambién la posible participacién
3 hidroxi-4 mina es

delaCpenla de P ya que el v

una de las toxInas que se enlosF i d ! e hip n
vitro se ha do que este ia 6n de In (3-hidroxi-tirami-
na) catalizada por la Cp, y ya que esta dad se ha do a un, en los niveles

de catecolaminas y un aumento en la Cp y en la serclonina, se ha pos(ulado a la Cp como la base
sistémica para 1a etiologia de la enfermedad (9, 132-134),

Otro tipo de ha do que fa de oxl-
dasa; y que enzimas lales como la lisil oxidasa dependiente de cabre afecta |a actividad de la Cpy
la concentracién de cobre (135-138). Sin embargo, puede decirse que las metodologias para la de-
terminacion de Ia actividad de [a Cp no sblo ulliizan como sustratos al PPD y al DPD, sino que en el

tiempo, se ha ido fa i6n de las con el uso de sustratos attemos tales
como la ycon la én de mé para tratar de determinar las
afteraciones de la Cp en dlfemnles tanto como (137-140).

2. Actividad de ferroxidasa

En 1960, Curzon y O'Rellly reportaron por primera vez el hecho de que el fierro (I)) es oxklado por la
cemloplasmlnn ¥ que en su presencia se forma un sist de ue

vez la oxidacién de) DPD (141). La gran eficiencia de este proceso permitié postular a la Cp eomo
una ferroxidasa es decir, el vinculo entre el metabolismo del cobre y el del fierro, hecho que se ha

con mittiples exp tanto in vitro como in vive atin cuando hay que enfatizar que
Ia Cp n el dnico de cobre | en el i ylo
funcién da \a célula roja.
Los han calcular que !a oxidacién del Fe(ll) catalizada por la Cp es de
10 a 100 veces mas répida que Ja oxidacién no enzimética y que esta raaccién presenta las carac-
teristicas de activacién por sustrato (101 142) Existen datos que usarlav
de captacion del Fe(lll) por la ap para i a de oxi-
dasa de la Cp. Por otro lado, los n la 6n de férica en el
suero humano con y sin Cp apH74a panlr de Fe(l), lndlcan que se generan més de 60 mg/dia de
Tt-Fe(lli) en de la Cp, para cubrir los requerimientos diarios de hiemo

(25-40mg) (9, 28, 143).
Los estudios de perfusién del higado demostraron que en pmsenda de Cp existe movilizacién del

hierro almacenado hacia el plasma. La de Fe(lil) alcanza su
méximo cuando 1a concentracién de Cp es de un décimo de 1a cantldad presente en plasma, sin
enla del hiemo los niveles de Cp deben ser extrema-

damente bajos (menos del 1%). Asi, en estas condiclones, los niveles normales de Cp permitirlan
una velocidad de transporte de hierro de 5.2 mg/kg por dia, Los estudlos con cerdos maosiraron que
la deCpa en cobre y con de hiemo ad dos, in-
duce un aumento en la concentracion de hiermo sérico. Estn movilizaci6n, sin embarge no se rela-
ciona con la capacidad de unir hierro (TIBC) y en estas condiciones no se alcanza la saturacién total
de la transferina & menos que exista una fuenta de hleno La asiajo-cemnlo-
que es ré dala ividad de movlli-
zaci6n de hiero, F hay que que tanto la Cp oomo ) la transferrina se incremen-
un durante ta reeupemclon de hipoferremia por sintesls de nova. Estos estudios en conjurnto se han
directa del pape! fisiol dela Cpen 4n en et con-

trol del hlem: séﬁco (144-1 53),

Rl



3. Actividad de superoxido dismutasa

El radical libre do (O7) es reactivo y se origina de la reduccién univa-
tente del oxigeno, Las células y tejidos de los organismos estan protegldos de los efectos nocivos de
este radical por la sup enzima con cobre, que cataliza su transforma-
ciéna H203 y O3. La Cp es capaz de transformar este radical, por lo que se le ha asignado el pape!
de Hoy en dla que esta no es de la Cp huma-
na, ya que cuando menos en el ganso esta protef la d de superdxid

{154, 158, 60).

La l pero no la muy efectivo de la e lipi-
dos y liposomus de fosfollpidos asi como ds la deqmdaddn del DNA. La autoxidacién de Iipldos in-
duckia por Acido fierro se reduce en presencia de Cp, Este
efecio d en de alta v y es Inhibido por clanuro. En fo que
se refiere a la de la se ha que la 6n O27:HxOp es

2:1 y son aparentemente los fones de cobre Tipo ! os resp det de un electrd de

ta Cp hacla el radical en una reaccién que es alrededor de 1,500 veces mas  lenta que la catalizada
por la Cu, Zn-supertixido dismutasa (SOD) (155-163, 185-168).

LaCp efecto en la lisis de eritrucitos estimulada por cobre ¢ por flerro.

La concentracién fisioléglca de Cp permite que los receptores especlficos de la célula roja estén sa-
turados, por lo que en presencia de cobre, la lisis de los eritracitos se inhibe en un 78%. Este efecto
se debe no sélo a la actl de sino ala enzimética de
los complejos formados (154,184).

La h.mdén dela es una hipé , ya que la generacidn de ios
se asocla con que los niveles de cp

enel plasma La reactivided de fase aguda de esta s8 al de otras agy

en condiciones da inflamacién se pusde asignar a la Cp dos papeles antioxidantes diferentes; 1'

impide que el hierro liberado actué como enla del sup y 2' lnadtva dl—

los son de
no puede dejar de preguntarse por qué la (‘p slaue siendo un catalizador tan poco eficiente a pesar
de millones de afios de evolucién (8, 157, 187).

4. Transporte de cobre
Debido a que la ceruloplasmina representa més del 95% del cobre sérico, podria esperarse que

fuera una fuente primaria de cobre para los tejidos extrahepéticos. Bromnan fue uno de los primeros
en proponer que la Cp actiia como un sistema acameador especifico para transportar cobre dej hi-

gado a las células. Sin el medio de de cobre en la sangre es la albémina y
de Cu(ll) Cu(liy yp de cobre
con otros amincécidos, y no la Cp ya que no existe intercambio entre el cobre unido a CpyelCu
i6nico i vivo, Las asignar un papel de transporte de cobre a la
Cp provi de de la de “Cu on ratas; de la observacién de que la Cp
puede aceptar de la cadena dol ¢, y del hecho de que
la Cp puede.donar el cobre mqueriao para la cﬂoemmo c oxidasa, También se ha observado la
transferencia de cobre a la Hsleh y Freiden concluyen que la
evidencia existente lleva a poaular que la Cp llena un papel fisiolégico como forma de transporte
que lleva cobre a [as que el bre de la sangre
en el del cobre en el hacia.el higado (2, 9, 154, 168-

170, 213). .
Otros que la dobi es at lberar Cu
en las célutas, y que el cobre no unido a los izados de la Cp. Asl, el
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del de cobre, es ido, pero se ha prop que ias me-
talotioneinas actien como proteinas de én ylo de cobre (2, 9, 171-172).
Ahora bien, el transporte de cobre por la Cp p de de

especificos en los diferentes tejidos blanco. Se han propuesto varios mecanismos para expilcsr 1a

incorporacién del cobre de la Cp a enzi de cobre o proteinas de cobre
implica la reducci6n del Cu(i) de |a Cp en el de y ol CU(I) es
{ransferido a un aceptor intracelular X no identificado. La otra altemativa es que [a Cp Intacta sea in-
temalizada a través de mecanismos de endocitosis, y ef Cu(l) sea porp o
por un mecanismo que recicle después a la proteina a la lca para ser
{173-175).

J. VARIACIONES DE LA CERULOPLASMINA
La de [+l Vi no sblo en si 1 sino !
debidas a bl de las yen Enla
Tabla 2 se p un de que modifican los niveles de ceruloplasmina (1, 2).

TABLA 2
FACTORES QUE ALTERAN LOS NIVELES DE CERULOPLASMINA

FISIOLOGICAS EXPERIMENTALES
Enfermedad de Wilson ACTH

Nefrosis Cobre
Inflamacién Carragenina
Embarazo Endotoxinas
Ejercicio fisico Epinefrina
Infeccliones Glucocorticoides
Anticonceptivos orales Trementina
Esquizofrenia Interleucina-1
Artritis reumatoide Acido retinocico
Neoplasias

Leucemia

Anemia aplastica
Crecimiento y desarrollo

La Cp en adultos humanos normales presenta en el suero una concentracién de 30-35 mg/100 'm!
independientemente de! sexo, sin embargo, existe una gran variacién interindividual (1). En la rata,
fos niveles de Cp encontrados son iguales a os del hombyre, y se ha detectado que el parénquima
hepatico secrela 1.6 pg Cp/ § X 105 eé|ulasl 24 h (137) También se ha determinado {a cantidad de
Cp en otros liquidos 2.8 mg/t00 ml en
liquido amniético, 0.22 mg/100 mi en el Ilquldo cerebro-espinal, 3.3 mg/100 ml en ias l&grimas y 120
mg/100 mi de bihs ).

La concentraclén de Cp se eleva por efecto de Iss Infecclones agudas y crénicas debldas a una gran

variedad de agentes virales, y esta 50 bloquea pamlalmenle en
de yse ha do que inicl existe una de

slnteﬂznda en las células hepéticas seguida de una fase de sintesis de novo (58, 153) Por otra

parte, se ha postulado que la Cp forma parte de las pmlelnas reactantes de fase nauda, y como tal,

se eleva cuando existe dafio tisular, aguda localizada, y en
crénicas tales como la artritis reumatolde. La avidencla de una mayor cantidad de esta proteina en
estas condiciones, se deriva del en la actividad de oxi en el suero; sin embargo, el uso
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Roeser (152) enconlré incrementados el cobre sérico y la actividad de ferroxidasa de la Cp en pa-
cientes con artritis reumatoide, Tanto en ratas jévenes como viejas (176) se han detectado eleva-

clones enla por asi como por carragenina (178). Por olra
parte, metales antagonistas del cobre (Cd y Ag), sitios del de la
Cp con un neto de esti idad de la Cp (179). También el acido 13-cis-reti-
nolco tiene efectos en la de IB modifich la Cp, efectos que parecen ser

de la vitamina A (182), que el Acido ascédrbico no afecta la cantidad de Cp
pero ) si su actividad de oxidasa (181, 183). En la actualidad, los efectos antiinfliamatorios de la Cp se
alribuyen a su funcién de "atrapadora” de radicales libres (167) y ef aumento en !a actividad de la Cp

durante estos p ser prop: inversa a [a cantidad de cobre disponible (180).

Existen dalos exp que la | de la sintesis y se-

crecién de la Cp. La el la el y la ACTH

fos niveles de Cp, lo cual llevé a proponer que, cualquier camblo en la Cp relacionado con el stress
alos {58, 187, 177). Los niveles de Cp estén elevados en el recién

nacido humano (68) ko que podria relacionarse con cambios en los niveles de hormonas de creci-
miento, ya que Ia hipofisectomla eleva el cobre hepatico y la Cp (153). El ejerciclo fisico en huma-
nos y en ratas también increrrenta a Ja Cp sérica (134). y podria esperarse que la actividad fisica in-
crementara los niveles de yla 1. Esta altima también ocasiona
una elevaclén de los niveles de Cp a (rnvés de unn de sefial o en con-
Juncién con ellss (185-188).

Desde hace varios aflos se sabe que la Cp asi como el cobre se incrementan durante el embarazo

y sus niveles
méximos cerca dal 1érmino. Teédcamente fos niveles de Cp en el embarazo son funcién del estm-
diol, y se ha que la de algunos orales
efectos. Oftros estrégenos presentan la misma accién que el estradiol, pero la progesterona no sdlo
no es capaz de evocar aumento en la Cp sino que se ha una ligera en sus nk
veles dospués de usarse un progestageno durante 8-9 meses. Los niveles normales de Cp se alcan-
zan § de su uso o blen 6 semanas después del pario. Sin embar-
Qo, fa i l la actividad de oxilasa y de Q.
187).

En cuanto a tas modifi enla de que S8 pX en pato-

Toglas, no cabe duda que una de las més estudiadas es la enfermedad de Wilson 0 hepatolenticular
en la cual existen depésitos de cobre en cerebro, higado, rifién y comea que resultan de una excre-
cion billar yuna 6 muy ba]a de Cp sérica. En estos enfermos Ia apocerulo-
s mas de se une alos
pero protege menos de 1a hembllsls estimulada por cobre. £l mRNA para Cp se ancuentra en un
33% de los niveles on estos se ha que existe una dismlnuclén en la
transcripcién del gen de ta Cp (1, 104, 183, 187-135)

En una gran variedad de se han detectado el les de ta Cp. Se desco-
noce sl las células a este in vivo pero se ha detectado que algunas
Iineas embri son Cp {138, 189—191) Por utro lado, el liquido cerebro-
espinal de pacientes con leucemla llnloc(uua aguda tanto de Cp
como de transfenina. sin embargo, en el suero se encuentra elevada (192) El fiuido de! lavado
con y con asma en la Cp,

sin embargo, éste se debe a un fittrado anormal de pmtelnas de 1a sangre més que a una sintesis
focal. En el ceso del lavado de se detects en |a Cp que podria estar
contra los ox del humo del clgamo y de los contaminantes del

alre (1 93-194). En nluunas f di como la también se ha detectado
un aumento en la Cp y una en la sup di de células polimorfonucieares
{185). En ratas, se ha g una cepa que un bajo nivel de Cp, heredable en forma au-
tosdmica recesiva (196), y se cuenta con
glas h ¥ que su estudio d

P que patolo-
Entre éstos, cabe mencionar el modelo det sin-

14



drome nefrélico en el cual existe una disminucién en la Cp sérica probabiemente debida a la pérdida
de protelna por orina (197).

En decir que la cer es una p con ml‘mlples posibles funcio-
nes que sufre modifi a de norma-
les y por en ap que alteran et blenes(ar del lndkvlduo
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OBJETIVO

La es en la una p que a pesar de hnber sldo estudiada muy am-
pllamente y desdo diversos puntos de vis!a. todavia g Para poder reali-
zar las investigaciones, se ha purificado de multiples fuentes, sin embargo, la Cp de conejo ha resul-
tado dificil de obtener (38). Por otra parte, la actividad de {erroxidasa de la Cp ha permitide postu-
farla como el vinculo molecular entre el metabolismo del cobre y el del hierro.

En el de Biologla se cuenta con un modelo experimental en conejos de in-
duccién de anemia cronica por sangrado. Este sistema nos permite una aproximacion a los fendme-
nos que ocurren en e) proceso de eritropoyesls, tanto en sangre como en médula, asl como en lo
que se refiere a algunos séricos en el li del hlerro (198-198).
Asimismo, existe un estudio preliminar del laboratorio en el cual se determiné la actividad de oxi-
dasa de Ia ceruloplasmina durante la anemia (200).

El objetivo de este lrabajo es el purificar la ceruloplasmina de conajo y buscar {a posible relacién
que existe entre asta proteina y los que se pi del hiero en el sis-
tema de anemia expaﬂmemnl por sangrado.

El primer paso consistiré en utilizar las metodologias de purificacién de protelnas para obtener pura
ia Cp de conejo, con la cual se Inducirén anticuerpos en cobayo. Esto nos permitirg contar con una
técnica de cuantificacidn de la Cp Independiente de la actividad de oxidasa que presenta en el
suero. Pam mlndonar los metabolismos de cobre y fierro, se ssnararﬂ a los conejos para hacerlos
tanto fos (RBC, |
Hemmocmo MCV). como séricos con el hlerro (transfervina y
hiemo sérico). Asf, el uso de dos sistemas diferentes nos permitira iniciar el estudio de la esquiva
pmtelna azul del suer, la ceruloplasmina.




MATERIALES Y METODOS

1. Purificacién de la Ceruloplasmina

La Cp se purifico a padtir de suero de conejo de &cido i 2Mm
para dar una concentracién finat de 0.02 M (24). El suero se mantuvo a -20°C hasta su utilizacién.
Todo e proceso se realiz6 en frio y 1as con agua la cual se

obtuvo pasando agua destilada a través de un desmlnemllzador Coming LD 2A, alcanzando una pu-
reza de 1 megachm/cm.

El primer paso 6 en el del suero utilizando la preclpitacién con sulfato de
amonio sélido (Merck de México) para llevar al suero a una saturacién del 35% (p/v) que en ensayos
previos ser la da para eliminar séricos tales como las inmunogiobuil-

nas sin perder una fraccién considerable de ta Cp. Se mantuvo el suerc en un bafio de hielo-agua y
se agreg6 lentamente el sulfalo de amonio manteniéndose en agitacién durante 24 horas, Se centri-
fug6 a 15,000 rpm durante 30 minutes a 4°C en un rotor de Angulo fijo (33" rotor 870) en una centri-
fuga refrigerada Damon/IEC modelo B20A.

El preciptt se redisolvi6 en una i da NaCl (Mamk de México) 0.8% y se congeld para de-
con sutfato de amonio sélido para llevario
ahora a 80% (p/v) de saturacion. Con este corle se logm concentrar la mayor cantidad de la Cp pre-
sente en el suero. La precip Yy a cabo en las condiclones ya descri-
tas, P el que se en un 10 veces me-
nor que el volumen Inicial de suero, en el amortiguador de fosfalos de sodio (Merck de México)
0.05M en NaCl o 1M pHes con acido e-amino caproico 0.02 M (Sigma) (amortiguador de purifica-
cién). Ef prect a una bolsa de didlisis Spectrapor y se dializé exhausti-
vamente ‘contra agua deslnnlzada y luego contra el amortiguador de purificacion,

La muestra dializada se incubé con 3 g de DEAE. h A-50 (F provi hincha-
dos en el amortiguador de purificacién, durante 4 horas con lenta y en un
bafio de hielo-agua. La resina se dej6 y se ol Se agregd més
amortiguador a la resina, se agité durante 10 minutos y se d 6 el

este lavado tres veces mAs Después de la ultima lavnda la reslna a la cual se unlemn diferentes
proteinas, entre ellas la se 6 en un e ¥y
se vaclé en una de (F de 1.84 cm de diémetro ¥ 30 cm de largo.

La columna se lavd con un volumen de cama del amortiguador de purificacién (aproximadamente
100 m!) con un flujo de 24 mi/h utilizando una bomba Micro Perpex (LKB).

Para despegar las proteinas unidas a 1a resina se la i6n de NaCi del

dor a 0.13 M, manteniendo el mismo flujo y colectdndose 4 mltubo en un colector de fracciones

Fmdomene 200 (Buchler) hasta pasar un volumen aproximado de 300 mi del amortiguador.
ion de NaCl ahora a 0.18 M y se mantuvieron las condiciones

de operacién hasta que el color azul de la resina desapareci6.

Se determiné ta absorbancia de los tubos colectados tanto a 280 como a 810 nm en un espedmfo-
témetro Zeiss PMQ |l. Se calculé la relacién 610/280, y todos tubos que

cociente mayor a 0.02 se | . Esta se por ultrafiltracién con una membrana
PM30 y 50 psi de presién de Na2. Una vez que el volumen se redujo a 15 - 20 ml, se transfirié a una
bolsa dtla dialisls y se dializé contra el amortiguador de purificacién con una eoneentrnclén de 013 M
de NaCl

Se mont6é ta de con 3 g de DEAE. h A-50 hinch: en
el amortiguador 0.13 M NaCl y se lavé con el mismo amurﬂguador con un ﬁulo de 20 mih, Se aplicd
Ia muestra y se siguié lavando con 15¢ ml ap del Se cambib Ia con-
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centracién de NaCl del amortiguador a 0.18 M y se siguié lavando en las mismas condiciones hasta
que eluy6 la banda azul que comesponds a la Cp. Los tubos se leyeron en el espectrofotémetro a
280y 810 nm. Se caicul6 la relacién 810/280 y aquellos con cociente de 0.045 se juntaron y se con-
centraron por ultralfiltracién. En la figura 2 se muestra el diagrama de purificacién.

FIGURA 2
DIAGRAMA DE PURIFICACION DE LA CP
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£n algunas taCp no estaba pura por lo que fue nace-

sario utilizer otra columna, en este caso de fiitraclon molecutar. Para ello, se hincharon 2 g de Se-
phadex G-150 en el amortiguador de purificacién y se monté una columna de 1.64 cm de didmetro y
22.5 cm de sltura lo cual nos dio un vol de aproximad s0ml La se lavd con 2
volumenes de cama del amortiguador con un flujo de 30 mbM, y se aplicé la muestra directaments
sobre la resina utilizando una jeringa con manguera de l4tex en la punta. Se 1avé la columna y se
colectaron 2 ml en cada tubo. Se leyé la absorbancia a 280 y 810 nm y se juntaron 1as fracclones
con un coclente 610/280 de 0.045, que se concentraron por ultrafiltracion,

El grado de pureza ds la Cp obtenida se verificd por electroforesis en acsilamida con y sin SDS, asi

como por criterios esp ysu de oxidasa.
2. Determinacién de la C ién de Protel
Entre los para la 6n de la de pro-
telna en una se el de Goa. Este mélodo mide quimicamente la
de enlaces p un plejo azul cuya se d ina en el
U Ina p Este método

p es P ala de pl
permite determinar cantidades entre 0.1 y 4.0 mg/mi de protelna (201).
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Se utilizé 1a solucién de Biuret modificada por Benedict que se prepard disolviendo 173 g de citrato
de sodio (Merck) y 100 g de carbonato de sodio en 500 mi de agua destilada, Se dlsolvlsmn 173 q
de sulfato de cobre pentahidrato en 100 ml de agua y se afi alap

11 con agua destilada.

TABLA 3
CURVA PATRON PARA LA DETERMINACION DE PROTEINA

Tubo BSA NaOH 3% Concentracién
{ml}) {ml) {mg/m1}
1 0.01 3.99 0.1
2 0.05 3.95 0.5
3 0.10 3.80 1.0
1 0.15 3.85 1.5
5 0.20 3.80 2.0
6 6.30 3.70 3.0
Se prepard un blanco con 4 mt de NaOH 3% y las 2mi
de NaOH 6% a 2 ml de la solucién proteica a deteaminar. Se. agreg6 0 2 mi del Biurel a todos los tu-
bos, se agitaron y se dejaron a durante 15 mi Ti este tiempo

se leyeron ios tubos a 330 nm contra un blanco de agua destilada y se sustrajo el valor del tubo
bianco de reactivos de todas las lecturas. Se grafic la absorbancia de los tubos de |a curva patrén
contra la concentracion de proteina, y es esta gréfica la que nos permitié determinar ya sea por in-

! o por métod la de la recta, la cantidad de protefna
p enlas p (figura 3).

FIGURA 3
DETERMINACION DE PROTEINA
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Para las delerminaciones se establecié una cusva patrén con BSA a partir de una solucién con una
concentracién de 10 mg/mi:

3. Electroforesis en Geles de Pollacrilamida (PAGE)

La electroforesis en geles do se ha en una muy
para la separacion e identificacién de p 4cidos Yy La
electroforesis en SDS ha sido muy ullllzada desde que se por
Shapiro en 1867 y por Weber y Osborn en 1989, La utilidad de este método para la determinacién
del peso de de la dodeci! sul-
fato de sodlo para ny una amplia goma de pmlelnas en forma similar,
Las protelnas natlvas con dlferemes caracteristicas de carga, tamafio y forma, se convierten en
de p SDS que pt una carga por unidad de masa y conformacio~

nes idénticas que varlan en tamafio directamente en relacién con el peso molecular. En condiciones

electroforéticas determinadas, l.e. pH, voltaje, tiempo y concentracién del gel, los complejos SDS-

protelna se mueven dependlendo de su tamafio ya que !a densidad de cama y ia forma san idénti-
al

cas. Asl, puede ¢l peso de una p P
rética con la de de peso na relacié Ilnear al graficar el loga-
ritmo del peso molecular contra [a movilidad relativa (201-203)
Para realizar [a dela I s utiliz6 el sistema discontinuo de Laemmili
tanto en placa como en disco, con SDS. La electroforesis se hizo en geles al 6 y 7% con acrilamida-
en una p de 30:0.8 en amostiguador tris-HCI 1.5 M pH 8.8, al cual se agregd
SDS 10% p/v. Las muestras para estos geles con SDS se fa fna 1:5 en
tris-HCI 0.5 M pH 6.8 con SDS 10% y 8 y se en un bafio de agua en
ebullicién durante § minutos. El amortiguador de elodruforssls fue (ns—glldna pH 8.3, En la electro-
foresis en placa se utilizé como de peso ala de suero bovino
{66,000 PM) y fosforilasa b (87,000 PM), mientras que en el caso de la electroloresls en disco se uti-
lizaron los marcadores de peso molecutar del estuche de F {868
kDa), ferritina (440 kDa), (232 kDa), Vactica (140 kDa) y albimina (87 kDa).

Los geles se comieron a 60 V hasta que la muestra entrara al gel y a 120 V hasta que el frente mi-
grase a 1 cm del extrerno del gel. Se tifleron con azu! de Coomassia 0.25% édcido acético 8% en me-
tanol durante 15 minutos y se dejaron destifiendo en écido acético 7% metanol 5% en agua,

4. Induccién de Anticuerpos tra la Cer I i

El antisuero contra la Cp s& abtuvo 8 tres por via con una

la 2.5 mg de la purificada diiulda 1:2 con NaC! 0.9% (p/v) y un

men igual de Freund (Difco). Este adyuvante consiste de 17 ml de
acelte 17 shall Ondlna 3 mi de Arlacel A y 6 mg de M 56C0;

dsd de las al a {ormas por tanto la captaddn del

por los del
preparé en un homogenizador Polyiron (Evinkman Inslrumen(s Canadﬂ) Se requiere de la emulsm-
caclén completa de la solucién para que la S8 1o ¥y libere al du-

rante un tiempo prolongado. Para probar sl la emulslﬂcadén estd complela, se de]a caer una gota
en agua; si est4 lista, el material forma una gota esférica,

Después de 21 dias se inoculé una mezcla de 1.5 mg de Cp y adyuvante incomplelo de Freund.

Quince diss se Iniclé el b: 10 mllkg de pesc) cada lercer dia, para
colectar la fraccién de globulinas del suero. El (Ilulo det con una
peoriodicidad de 15 dles, una emulsién de 1 mg de na en de Freund.

Todo el material quo se uliliz6 para este proceso se esterilixé para evitar la contaminaci6n de los
b con .
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El titulo det anticuerpo presente en el suero se verificé por el mélodo de oucmenony que es una

técnica cualitativa bidimensional (201). En una placa de agar y en
pozos separados. Conforme los reactantes difunden uno hacla el olm se forma una Ilnea de precipl-
tacién en el punto de equl ia de cada Para ello se preparé una

solucién de agar al 3% p/v en PBS calentando hasta oblener una solucion transiicida de la cual se
pipetearon 4 mi en placas de piastico y se dejaron solidificar sobre una superficie nivelada. Una vez
gelificado el agar se perforaron las placas con un pozo central y 5 pozos equidistantes distribuidos
en forma de pentégono airededar del centro, teniendo culdado de que las distancias entre los pozos
periféricos y el pozo central sea la misma. En el pozo central se aplicaron 5 pl de Cp purificada con
una concentracién de 0.5 mg/ml y en los pozos periféricos 5 yl de suero total de cuyo y diluclones
desde 1:2 hasta 1:128, También se hizo otro tipo de placa perforando de igual manera pero en el
pozo central se utilizé el suero inmune de cuyo mientras que en los pozos de alrededor se aplicaron
difuciones de Cpde 2.0, 1.0, 0.5, 0.25 y 0.125 mg/mi.

Las placas se una cémara d 48hrsy mido este tiempo se lavaron
exhaustivamente con PBS, se tiileron con amido negro 0.13% en 4cido acético 7% y se dejaron des-
tifiendo en 4cido acético 7%. La posicién de Ia linea de precipitacién formada ests en funcién de las

de y anticuerpo ademas de otros factores tales como ia especifi-

cidad del anticuerpo.

6. Purificacién de los Anticuerpos contra fa Ceruloplasmina

La purificaci6n de la fraccion de globulinas de! plasma de cuyo se realizé por precipitacién con sul-
fato de amonio. Para ello se prepard una solucidén sobresaturada de suifato de amonlo, disolviendo
400 g de sulfato de amonlo (Merck de México) en un volumen final de S00 mi de agua destilada a
70°C y ajustando el pH de 1a solucién a 7.4 con hidréxido de amonio concentrado. El plasma de
cuyo se diluy6 1:2 en amortiguador de fosfatos satino (PBS) pH 7.4 y so llevé a un 40% viv de satu-
racién que se calcul6 de Ia sigulente manera:

X{(S: - S)

V="1s

donde

V = volumen a agregar

X = volumen de la muestra

S5 = saturacién final de sulfato de amonio expresado como fracci6n de 1
S = saturaci6n Inicial

Se agreg6 et voluman de sulfato de amonln calculado y se dej6 agltando en frio toda la noche. Bl

por a 10,000 rpm durante 15 minutos a 0°C (DAMON-IEC B
20A) en un mior de angulo fijo; se 6 en PBS y se pitd a una de 35% viv
con la solucién saturada de sulfato de amonio. Se repiti6 el p de de! precip y
saturacidn una vez mas y el precipitado final se disolvi6 en un de
PBS. Se prepar6 una bolsa de didlisis (Specirapor) y se dializé contra varios cambios de PBS du-
ramte 24 hy luego exh contra una de NaCl 0.85%. Se centrifug6 a 12,000 rpm
durante 15 minutos a 0°C para eliminar tanto su

yse
absorbancla a 280 nm como el titulo del amlcuerpo por medio del método de Ouchteriony después
de lo cual Ia solucién se congel6 a - 20°C.
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6. Induccidn de la Anemia

Se utilizaron 5 conejos Nueva Zelanda de la misma edad (4-4.5 meses) y del mismo peso (3-3.5 kg),
alimentados ad fibifum con Conefina (Purina de México) suplementada con lechuga y zanahorias. Se
sangré a los canejos cada 24 hrs por puncién cardiaca durante 16 dias removiéndose un volumen
de 10 ml/kg peso. La sangre se colect6 en gas de vidrio en] con una de NaCl
0.85% p/v y se tomd una alicuota de 2 mi que se a un tubo con dcido dint:

1rilo tetracético sal disédica (Titriplex IIl, Merck de México) al 20% p/v en NaCl 0.15 M pH 7.4 como
anticosgulante. La sangre restante se transfiié a matraces de vidrio que contenfan la cantidad ne-
cesarla de &cido c-amino caproico 2 M para dar una concentracién final en la sangre de 0.02 M y
perias de vidrio. Se agitd hasta la formacion del coagulo y se centrifugé en una cenlrifuga clinlca
(Clay Adams) a 2,000 rpm durante 30 minutos. Se separé el suero que se congel6 a -20°C hasta su
utilizacién.

Con la alli de sangre se el nimero de células m]ss (RBC), volumen corpuscular
medio de células rojas (MCV), nimero de células blancas (WBC), t (Ht)y la

cién de hemoglobina (Hb) en un Coulter Counter modelo ZF y en un Hemogloblnémetro (Coulter
Electronics, Inc. Hialeah, Fla.). Caon estos datos se la media de

bina (MCH) yla media de (MCHC).

7. DeterminaciSn de hierro sérico

La concentraci6n de hlerro en el suero de los ) é utili-
zando una modificacién del método de Shade (204) prepamdo por Merck de México (Merckotest
para hiero).

La técnica consiste en la remocién del hiemo unido a protefnas siderdfilas, princlpaimente el ligado
por la transferrina, a través de un cambio brusco en el p!{ del suero por la adicién de HCI 1N,
Después se precipitan las protelnas séricas con 4cido tricloroacético 20% con el objeto de eliminar

por yse para el en el cual se
encuentra el hierro libre, que es con de sodio. El hiemo reducido se
ice con a un pH de 5.5 aproximadamente, por lo cual se adiciona al
sobrenadante ace(mo de sodio al 30% y se determina la absorbancla a 535 nm que comesponde al
méximo de del rido. El célculo de hierro se hace en funcién del cambio do
en el ala de una patrén de hiero cuya
concentracién es de 1 pg/ml de Fe
Para la determinacién de hierro se procedid primero a favar el | de vidrio
una solucién de extrén al 10% v/v a 85°C durante una hora. En segulda se enjuagd con agua desﬂ-
lada y Juego con agua para evitar residuo de hierro. Las soluciones se prepa-

raron empleando, en todos los casos, agua desionizada.

Para cada determinacién se pipeted 0.5 mi del suero y 0.5 mi de agua a los que se agregé 0.5 m! de
HCI 1N agitando brevemente en un Véitex. Se dej6 reposar durante 45 minutos a temperatura am-
biente y se agregé 0.5 ml de &cido tricloroacético 20%. Se mezclé y se centrifugé durante 30 minu-
tos a 2500 rpm a 4°C para compactar el precipitado. Se pipetsé 1 ml del sobrenadante a un tubo
limpio al que se agregé 0.5 m! de acetato de sodio 30% y ap §mg de de
sadio. Esta mezcla se agitd para disolver completamente el ascorbato, se afiadi6 0.5 m) del reactivo
de coloracién y se leyd la extincién de la mezcla a §35 nm en un espectrofotémetro Zeiss PMQ I
contra un blanco y un patrén preparados con el mismo procedimiento sustituyendo el suero por agua
o la solucion patron de hiefro respectlvamama

La concentracidn de hlerro se expresa como pg de Fe/m! de suero y se calcula a parlir da la sl-
gulente expresién:




Absorbancia del suero

Hierro en suero = Absorbancia patrén

8. Determinacién de la Concentracién de Transferrina en Suero

Utilizando los anticuerpos de barrego contra 1a transferrina de conelo 1a técnica de Mancinl permite
obtener datos dela de esta p de suero (205).

Para realizar estas delerminadonas, se prepara una solucién al 3% p/v de agar (Bacto-agar, Difco)
en de tri pH 8.8, 1 = 0.02 (LKB) y se deja fundir el agar a 70°C hasta ob-
tener una solucién transldcida, Esta tltima se incuba a 57°C durante 10 minutos en un bafio de tem-
peratura constante junto con una de en el mismo
amortiguador para obtener una concentracién final de 3 mg/ml una vez hecha la mezcla. Sobre una
superficie nivelada, se vacian 4 mi de la solucién en placas de pléstico y se deja solidificar la mez-
cla agar-anticuerpo. En cada placa se pesforan 10 pozos de 3 mm de diémetro aproximadamente,
con una capacidad de 5 pl. Los restos de gel del pozo se retiran por succidn, el interior se seca, y se
aplican las muestras de suero & lasque se va a fa de Las pla-
cas se transfieren a una cAmara himeda durante 24 horas, y transcurrido este tiempo se lavan con
PBS. Se lifien con amido negro 10 B 0.5% en metanol-dcido acético glacia! 9:1 durante 10 minutos.
Se destifien con 4cido acético al 7% y se miden los halos de precipitacién formados.

9. Cuantificacién de la Actividad de Ceruloplasmina

La ceruloplasmina es capaz de oxidar algunos compuestos aminados, entre ellos a la parafenilen-
diamina, en una msocwn que es un mﬂe]o directo de su actividad de ferroxidasa. A través de una

de laCp i al DPD (N,N-dimetil-parafenilendiamina) en una
base de Brandowski, identificada por Rice como el uimo de y que p co-
tor rosa en el esp

Curzon (141,206) utilizé esta caracteristica como base para establecer un método de cuantificacion

de la actividad de Cp en el cual pueden usarse muestras de suero o bien, de Cp parcial o totalmente

purificada. La Cp reacciona can el sustralo DPD en un amortiguador de acetatos 0.2M pH 5.5 en el
15

que la es 6ptima i a 37°C; ya que las condiclones son de exceso de
ia 6n de p oxidado es lineal en el iempo hasta fos 25 minutos y por tanto,
con el tismpo de Incubacién usado, pusden observarse las ala de

enzima presente, La reaccin se detiene con una solucién helada de azida de sodlo 0.3 mM que es
potente Inhibidora de 1a Cp. Cuando se trabaja con suero o muestras poco puras de la protelna es
conveniente agregar la azida en una solucién de cloruro de sodio 10% (p/v) para evitar la aparicién
c:e turbidez en las muesiras, y leer la absorbancia a 550nm répidamente, ya que ésta decrece con el
tiempo.

Es importante gue el materia! utilizado esté libre de hlerro, para lo cual se hirvid a 95°C durante 1
hora en Extrin MA-03 exerto de fosfatos (Merck de México) enjusgando después con agua desioni-
2ada.

Se hizo necesario modificar el método de Curzon sin embargo, ya que se sabe que ss de suma im-

portancia eliminar trazes de hierro que fa a

que los reales en la aclividad de Cp del suero (207,208). Para ello se tomé una de Ias modmcado-

nes propuestas por Lovstad (209), que oonslsie en agregar un quelante especifico para hlerro, ia or-
en una 1 m de que se utiliza pern preparar

la mezcla de incubacién del método de culzon La adicién del debe

de utilizar la soluci6n, ya que un agente oxidante, posiblemente H0,, se forma al almacenaria
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La mezcla de incubacion se prepara de la sigulente forma:

1 2 ml de amortiguador de acelatos 0.2 M pH 5.5 ortofenantrolina 1mM
2. 1 mide agua desionizada

3. 1mide la dilucién de suero 1:10 en cloruro de sodio 0.1 M

4. 1 mlde cloruro de N,N-dimetli parafeniltendiamina (DPD) 1.7 mM

Se incuba 15 minutos a 37°C en un bafio de (Gront nts, Lid.
England), Iomando como tiempo cero el momento en ei que se agrega el sustrato (DPD) a la mezcla
de La se para agreg: 2 mi de azida de sodio 0.3 mM en NaCl 10% helada.
Se lee Ia absorbancia a 550 nm en un Zeiss PMQ It a cada lectura
|a absarbancia de un tubo blanco que contiene todos los reactivos excepto el suero.

10. Determinacién de la Concentracién de Ceruloplasmina

Este parametro fue calculado utilizando la téenica de inmunodifusion radial descrita por Mancini
{205), que consiste en inclulr una de en una matriz de ager, en
la cual se cotoca el antigeno comespondiente lo cual permite llevar a cabo un anélisis cuantitativo
del mismo,

en yos a partir de la Cp de

En este sistema se utilizé ol
conejo purificada.

Para realizar la cuanllﬂcacldn se preparﬂ una solucién al 3% p/v de agar (Bacto-agar, Difco) en

de tri pH 8.8, | = 0.02 (LKB) y se deja fundir el agar a 70°C hasta obtener
una soluctén translGcida, Esta uI(Ima se incuba a 57°C durante 10 minutos en un bafio de tempera-
tura constante Junto cor una de anti-Cp en &! mismo amortiguador

para obtener una concentracién final de 2.5 mg/placa una vez hecha la mazcla. Sobre una superficie
nivelada, se vaclan 3.5 mi de Ia sclucién en placas de plastico y la mezcia agar-anticusrpo se deja
solidificar. En cada placa se perforan 10 pozos de 3 mm de didmetro sproximadamente, con una
capacidad de 5 pl. Los restos de gel del pozo se retiran por succién, el interior se seca, y se aplican
las muestras de suero a las que se va a determinar la concentracién de Cp. Las placas se transfie-
ran a una cdmara himeda durante 48 horas, y transcurrido este tiempo se favan con NaCl 0.8% du-
rante 24 horas é 3 de la 6n; se repite este proceso de lavado de las placas
pero ahora con agua destilada para eliminar las sales. Se tifien con amido negro 10 B 0.5% en me-
tanol-dcido acético glaclal 8:1 durante 10 minutos. Se destifien con Acido acélico al 7% y se miden
fos halos de precipitacién formados.

Para poder calcular la concenlmclén de Cp en el suero problema, se hizo una curva psirén con con-
A partir de una solucién de Cp pura de conejo con una con-
centracién de 8.5 mg/ml se hlclerun dlluclones desde 1 hasta 0.0825 mg/mi, ya que con estas cantl-
dades se bandas de con el método de O
neal al graficar la concentracion de Cp contra el cuadrado del didmetro de Ios halos de preclpllacldn

11. Andlisis Estadistico

Se hizo el andlisis de varianza de una via (ANOVA) utitizando e! programa Stalgraphics 2.1 segul-
das de la prueba de Dunnett de una cola para comparaciones maltiples (210). Se considera una p <
0.05 como significativa, Las graficas Se presentan como la medla de las determinaciones por dupil-
cado de los 5 conejos 4 emor estandar,
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RESULTADOS

1. Purificacién de la Ceruloplasmi

El proceso de purificacién de Ia Cp se inici6 con ia recoleccién de suero de conejo en presencia de
eddo c-amino capmlco 2 M para dar una concentracion final en el suero de 0.02 M sin alterar signi-

el Este actia como dela enzima p en
el suero, y que degrada a la Cp. Ef suero se mantuvo congelado a - 20°C hasta el momento de sy
utilizacién,

Enla se con la purificacién de 1a Cp a partir
de diversas fuentes, que ulilizan diferentes compuestos tales como el etanol-cloroformo para
precipitar a la Cp de! suero; sin embargo en e} presente trabajo sa ehglo al sulfato de amonlo sdlldo

para esto fin. Asl, el primer paso que se realiz6, fue de Gptimo
que nos la mayor de la Cp del suero (modldl como actividad de oxi-
dasa) con el menor nimero de Se de suero qua fueron precipita-
das a 20, 30, 40, 50, 80, 70 y 80% p/vde de oxidasa como se
muestra en la figura 4. Con estos resultadas se eﬂnbleclo el limite lnrarlor de corte en 35% piv de
ysep dos dife cortes en el {imite superior: 55 y 80% p/v de saturacién, Los
se en la tabla 4, Con el corte 35-80 se recupera més ds un 85% de la
dad de oxid; enelp por lo que se decldidé utllizar este rango de saturacién con el
cual efiminamos la mayor parle de p como Yy que quedan en el sobre-

nadante.
FIGURA 4

ACTIVIDAD DE OXIDASA DE LA CP

s 0.,0./ml 880 nm
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Se presenta la actlvidad de oxidasa de
Cp en suero de conejo a difersntas % de
saturaclon con sulfato de amonlo {(p/v).
Asimismo, hubo que modificar las de la que se

para la purificacién de fa Cp. Por una parte existen autores quse utilizan columnas de hidroxiapatita,
mientras que otras trabajan con resinas tales como el Sephadex; y por otra parte la variedad de
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amortiguadores que utiiizan en el proceso es muy grande. Asl, piimero hubo que determiner en qué
tipo de amurﬂguador se podia unlr ia Cp a ia resina elegida que fue el DEAE-Sephadex A-50,
0.05 M NaC! 0.1 M pH 6.8, al cual se agregé dcido e
amino caproico en una oonoem:adén final de 0.02 M. Por otro lado, existen dos métodos para mon-
tar las de el pri Isie en cargar la coll con la fesina previa-
mente hinchada en e amortiguador do trabajo y aplicar 1a muestra que sa desea separar directa-
mente sobre la resina, Et del al incubar la resl-
na con la muestra antes de montar Ia columnu Du esta maners, fas p can purno

meyor al pH del amortiguador no se unen a 1a resina asl la de
contaminantes aitn antes de montar fa columna, Dospués de probar los dos métodos se decidi6 tra-
bajar con el segundo ya que hos permite eliminar tales como fe hemo-
pexina y dela o} tlempo de trabajo, factor muy Importante dada Ia

dela

TABLA 4

RECUPERACION DE CERULOPLASMINA EN FUNCION DEL PORCENTAJE DE
SATURACION CON SULFATO DE AMONIO UTILIZADO

Muestra Ceruloplasmina* . Recuperacién
Suero 89,57 100
p/p 0-35 6.85 7.65
a/n 0-35 80.63 90,02
p/p 35-55 39.79 44.42
s/n 35-55 43.64 49.72
Suero 137.48 100
p/p 0-35 6.15 4.47
s/n 0-35 112.4 : 81.76
p/p 35-60 89.87 65.37
a/n 35-60 25.35 18.43

* Cantidad de Cp total de 1a muestra calculada en lym:ldn de su actividad de oxidasa.

También tuvo que la de NaCl para ala Cp de lare-
sina. Inlcialmente se lmbnjo con un gradiente de NaCl de 0.1 a 0.5 M, que luego se redujode 0.1 a -
03 M. Ls @ los S nos llevé & buscar dos concentraciones de NaCl que
permitieran dif y a1a Cp. Se encontré que a 0.13 M
de NaCl se separa parte e la p que la Cp queda unida
aun a la resina. La segunda eoneemmcldn que se pmbb fue de 0.2 M de NaCl, concentracidn que
no sélo despega a la Cp, sino a de las que aGn quedan en la columna,

Asl, se bajé la concentracién a 0,18 M y ﬂnalmema 2 0.18 M de NaCl lo que permitié despegar a la
Cp de resina sin la mayoria de las

Una vez que se establecieron las condiciones optimas con Iss cuales se trabsjaria, se partié de un
volumen promedio de suero da 500 m! que se habia mantenido congelado a -20°C. Se agrogd la
cantidad necesarsia de sulfato de amonio para fievar al suero a una de 35% piv

de mantener el suero en un bafio de hislo-agua con agitacién constante, Una vez disuelto el sulfato
de amonlo se mantuvo durante 24 horas a 2°C con agitacién, Se centrifugé 30 minutos a 15,000
pm a 2°C y el precipitado (p/p 0-35%) se redisolvié en NaCl 0.9% y se congel6, mientras que el so-
brenadante (s/n 0-35%) se repracipitd con sulfato de amonio ahora & 80% p/v de saturacién. Al igual
que en el paso anterior, el sulfato se agregé mantanisndo fria la solucién y se dejé en agitacidn 24
horas. De esta muestra se recuperd el precipitado (plp 35-60%) por centrifugacién 30 min a 15,000
fpm a 2°C, y se rod| 6 en un de de sodio 0.05 M




NaCl 0.1 M pH 8.8 (amortiguador de purificaclén) que contiens 0.02 M de &cido e-amino caproico.
Se pasd a una bolsa de dlalisis y se dializé exhaustivamente contra varios camblos de agua destl-
lada durante 24 horas y por dltimo contra -1} nmonlguador de purificacién. Se sacéd de la holsa de
didlisis y se midié el una

El p/p 35-80% se incubd con 3 g de DE,“= A-50 prevl cd n el rtl

dor de purificacién. Se agité te 2 horas el vasa en un bano do hielo-
agua y la resina se dejé Se d 6 el sobx d que 6 un color naranja tur-
bio, y se agreg6 nuevamente amunmuador para lavar 1a resina de |as pmtalnns que no estaban unl-
das. Se agit6é durante 10 dejé y se de color blan-
co, Se repitl6 el lavado otras dos veees hasta obtener un sobrenadante ciaro, Esta resina con {a pro-
teina unida un color azul y se ulilizé para Ilenar una columna de cromatografia
LKB de 1.84 cm de Se lave con ua vol de 75 m! de puriﬁ—
cacién con un flujo de 24 mimora. Este es i al vol de 1a resina

en la columna y una vez lavada se llevé la concentracion de NaCl en et amortiguador de purificacién
a 0.13 M manteniendo el mismo flujo, Se colectaron fracciones de 4 ml que se leyeron en ¢l espec-
trofolémetro a 280 nm. Una voz que la absorbancla disminuyd a 0.4 U.O.Jmi (aproximadamente 60
tubos), se la ion de NaCl det ] a 0.18 M y la columna
se lavé hasta que la resina quedara nuevamente sin color. Estas fracciones se leyeron no s610 a una
longitud de onda de 280 nm, sino también a 810 nm, lo quo nos permite detectar e} color azul de las
muestras debido a la presencia de Cp. En la figura 5 se el perfll de esta
primera columna.

FIGURA 5
CROMATOGRAMA DE LA 1a COLUMNA

7 0.0./ml 280 nm

3F NaCl 0.18 M

0 . . 1 - " . " i

(1] 20 40 60 80 100 120 140 160 180
NUMERO DE TUBO

La concentracion de NaCl se camblé a
0.18 M en el amortiguador en el tubo 66
como lo indica la flacha,

Se calculd fa relacién 6107280 de tas fracci que un

mayor a 0.02 se juntaron. Se midi6 el volumen y se diallzo contra el amoﬂlguador pero ahota con
una concentracién de NaCl de 0.13 M. Después de dializar contra varios camblos del amoriguadar,
fa muestra se sacH de a boisa de didlisis y se midi6é nuevamente el volumen.
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Se monté la de ahora con 3 g da DEAE-Sephadex
en amortiguador con NaCl 0.13 M y se lav6 con un volumen de aproximadamente 150 mi con un
flujo de 20 mi/hora. Se aplicod la ta fc i6n de una banda de color
azul Intenso en la parte superior da la co|umna Una vez que entré toda la protelna a la resina, se
lavé con el mismo de 4 m! hasta que la absorbancia a 280 nm
disminuy6 a 0.1 U. OJmI (upmxlrnadnmento 35 tubos). 58 cambid la de
NaCl del 8 M, iguales las de 6n de 1a

Con ésto se pudo oburvar la mmmdon de la banda azul hacia el extremo Inferlor de la columna
hasta ser elulda en los tubos que se leyeron en ¢l espectrofotémetro a 260 y 810 nm. En Ia figura 6

se muestra el perfil de esta Las que una retacién

610/280 de 0,045 se Juntaron y concentraron por L ultrafitracién tilizando una membrana PM-30, a

un volumen menor de 5 ml. Esta 58 y se leyd g 280 y 610 nm, en-
los

610 nm = 0,803 U.O./ml y 280 nm = 12.68 L,O./mi por tanto:
610/280 = 0.0475 y 280/810 = 21.03

que P alos que se para la protelna humana pura.

FIGURA 8
CROMATOGRAMA DE LA 2a COLUMNA
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Se sabe que pars la Cp los de son Euo“*-ooe ¥ Eoggi%=14.9.
Estos datos se utliizaron para calculnr le de Cp en | purl &, Asl, ia
lectura a 810 nm una de 8, 87 mg/mly a 280 nm a 8,51 mg/mi; rssulm-

dos que corroboran la pmsandn de la Cp pura en la muestra.

Pacos autores en la I hacen ala a 330 nm de (a Cp que est4 relacio-
nada con el cobre tipo 3 no detectable por EPR. La Cp de conejo purificada en este trabajo presentd
una absorbancla a 330 nm = 0.845 U.0./m!.
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Por otro lado, can la Cp purificada se hizo una curva de ya que Se D en
Ia literatura que para la protefna humana la actividad medida por oxidacion del DPD es lineal hasta
Eqem = 0.5. La Cp purificada se diluy6 con NaCl 0.9% a una concentracion de 1 mg/ml y se deter-
mino la actividad de oxidasa en muestras que se prepararon a partir de esta solucidn y que conte-
nian 10, 25, 50, 75, 100, 200 y 300 pg. Los S8 en la figura 7. Si utili-
zamos el dato reportado de que 1 mg de Cp = 63.0 unidades de activided y 1 unidad de actividad =
0.1 unidades de absorbancia a 550 nm, se puede calcular la cantidad de Cp en fa muestra (Tabla 5).

TABLA S

ACTIVIDAD DE OXIDASA DE LA CERULOPLASMINA PURIFICADA

Absorbancia a 550 nm Cantidad calculada Cantidad agregada

(U.0./m1) (ng) {ug)
0.04 6.3 10
0.1545 24.5 25
0.2975 47.2 50
0.46 73.0 75
0.638 101.3 100
1.365 216.7 200
2.085 331.6 300
FIGURA 7

ACTIVIDAD DE OXIDASA DE LA CP

D.0./ml 650 nm

r=0.9997
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A la de Cp se a en disco con SDS en geles al 6% usando el
estuche de de peso lar (F (figura 8). En esta electroforesis se pueden

observar varias bandas: una de alto peso molecular cercana a 200,000 daltones; una banda princi-
pal de 125,000 daltones que commesponde a la Cp y dos bandas con pesos de 110,000 y 18,500 dal-
tones respectivamente. Estas dos ultimas corresponden a la Cp que se ha fragmentado durante el
procedimiento de purificacién. Sin embargo la banda de alto peso molecular presente nos hizo pen-
sar en la de algin por lo que se pasé nuevamente la muestra por una co-
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lumna de exclusién molecular. Esta tltima cromatografia nos permitié eliminar el componente de
200 kDa que rep! el 8.2% de la muestra. Las fracciones azules colectadas
se feyeron en el espectrofotémetro a 280 y 610 nmy se Juntaron los tubos que presentaron cocien-
tes de 610/280 y 280/610 = 0.045 y 22.0 resp Se hlzo foresis en placa con SDS
en geles al 7% usando como de peso molecu! de suero bovino (68,000 dal-
tones) y f ilasa b (97,000 d yel se en la figura 9. En esta electrofore-
sis se pueden observar dos bandas, una de 110, ODD y. otra de 18,500 daltones que comresponden a
la Cp en la cual se ha hidrolizado un enlace como del p de croma-
tografia, mientras que la banda de alto peso molecular ya na se p Asi, p ir que
el resultado de la purificacién es una muestra de Cp que por criterios espedmfolométricos por can-
tidad de p , por actividad ds y por electroforesis se encuentra pura. Aun cuando en
relacién a la de p €n el suero, la Cp representa tnicamente e} 0.12% recu-
perado, en cuanto ala canlldad de. Cp del suero, [ en 6n de su aclividad de oxi se
tuvo una recuperacién del 20.25% (Tabla 8).

Figura 8

El gelde ia izq e peso molecular, el de la sefiala la p ia de
Cp nativa de 125 y 200 kDa y fragmentos de la molécula con 110y 18.5




AL Il X

Se muestra en los dos p

Pla ca de Ouchteriony con el antisuero anti-Cp a diferentes concentraciones.
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TABLA 8
RECUPERAGION DE CERULOPLASMINA DEL PROCESO DE PURIFICACION

SUERO P70 0-35 | 6/N 0-35 | P/P 35-80 [ S/N 35-60 | GERULOPLAS-
TOTAL MINA
B.G/ml 280 nm 56,3 137.2 30-50 60, 4 23.7 12,68
43.08 61,96 31.22 55,46 21.06 6,51
540 €7 550 10 510 3.3
23,263 4,151 17,17 3,882 11,372 21.23
0.252 6,076 0,221 0,994 0,056 6.61
100 17.84 73.81 16.67 40. B8 6,12
PRorE:!NM\I
RECUPERRCION OE 100 3054 69.32 51.13 23.01 20,25
CERULOPLASMINA (8}

* Calculada en funcién de su actividad de oxidasa

2. Obtencién de Anticuerpos contra la Ceruloplasmina

Para {a obtencién de los anticuerpos contra la Cp de conejo se trabajé con cobayos. Se hizo un pri-

mer Intento para obtener el y la p purificada, sin embargo no se obtuvie-
ron resultados debido a que la p fue o de Freund desde la
primera i6n. Con estos se hizo patemo \a necesidad de utilizar e} adyuvanm
completo en esta primera Inyeccion por lo que se inicld el de

usando cobayos diferentes que no hablan sklo inmunizados con anleﬂoddad

Se prepard la primera inyeccitn usando 2.5 mg de Cp disuelta en NaCl 0.9% y un voluman lnunl del
adyuvante completo de Freund culdando que todo e} yla

ran estériles. Se Inoculé a cada cobayo la dosis en euatm sitios. A
los 21 dlas se puso un primer refuerzo con 1.5 mg de Cp en adyuvante incompieto de Freund y 15
diss después de tomé una muestra de sangre para obtener el suero y determinar ia existencla de
anticuerpos anti-ceruloplasmina con el método de Ouchterlony.

Se prepararon placas de plastico con 4 mi de baclo-agur at 3% en PBS, se dejaron solidificar y
fuego se perforaron con un horadador de 2 mm de didmetro distribuyendo los pozos en forma de
pentégono squidistantes al pozo central. Se diluciones del de cobayo de 1:2,
1:4, 1:8 y 1:18 y se pusieron § yi de estas diluciones y el mismo volumen del suero sin diluir en los
dlfemnlos pozos. En el centro se agregaron 5 Yl de Cp con una concentracion de 0.5 mg/ml.
Paralelamente se hicleron placas de agar que contenian en el pozo central 5 pi del antisuero y en
los pozos ol mismo de dljucl de Cp cuya concentracién fue de 2, 1, 0.5, 0. 25
y 0,125 mg/m!. Se dejsron correr durante 48 horas en camara himeda y a
fos resultados se muestran en la figura 10. Puesto que se encontr® en estas plncas fa formaclén de
lineas de precipitacién a todas las concentraciones usadas, se decidié iniciar la recoleccién del
suem inmune de cuyo. Para ello, se sangré cada tercer dia a los animales un volumen de 10 mikg
e peso, activa la de P a i6n de 1 mg de Cp en
ndyuvnnle Incompleto de Freund cada quince dias.

El suero inmune de cobayos se Juntd y se utllizé6 para purificar 1a fraccién de inmunoglobulinas. Se
partié de un volumen de 53 ml que se diluyd 1:2 con PBS y se precipitd 8 40% v/v de saturacién con
una solucién smuradn de sulfato de amonlio; con la férmula se calculd el volumen necesario y estos
71 mi se agreg al suero en un bafio de hlelo-agua. Se dejé agitando
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toda 1a noche a 2°C y se centrifugd a 10,000 rpm 15 a2'C. El oy
el precipitado se redisolvié en PBS para dar un volumen de 50 mi, que fueron pmdpnadus nueva-

mente a 35% viv de ién con la de sulfato de amonio. Se agité durante 24
horas en frio y se el p por én, que se redisolvié en 50 m!
de PBS y se repreclpno a 35% viv da Se el precipitad

y se
redisolvid en un volumen fina! de 25 ml que Se pasaron a una bolsa de dialisis. Se dializ6 contra va-
rios cambios de PBS durante 24 horas y posteriormente contra NaCl 0.9% otras 24 horas, Se sacd
de la bolsa de diglisis y se centrifugé durante 15 minutos a 12,0600 rpm a 2°C. Con las inmunoglobu-
tinas purificadas nuevamente se hicleron placas de Ouchterony con diluciones de suero que van
desde 1:2 hasia 1:128. Se i {ineas da p para el suero total, y 1as diluciones de
1:2 a 1:84; esta Gitima la consideramos como el mulo del anticuerpo obtenido.

Se determiné la absorbancia a 280 nm de las inmunoglobulinas oblenidas que fue de 27.03 U.O./ml.
Sl consideramos que a esta longitud de onda 1 mg/mi abserbe 1.5 U.0., |a cantidad de pmtelna que
tenemos es de 18.02 mg/ml, que fue da con Ia

presents por el método de Microblurel de Goa. Con este ultimo método se obtuvo una leclum que
comresponde a 18.46 mg/ml.

3. Anemia Experimental
Para Inducir 1a anemia se sangré por via rd| 10 ml’kg de peso corporal
durante 18 dias a 5 conejos Nueva Se midi los valores hematoldgicos y

consideramos el pimer dia de sangrado como dia O y a los valores hematolégicos de este dla como
los parametros nomales de los cone}os En la figura 11 se muestran los cambios en el nimero de

células rojas (RBC), {Hb) y H (Hic) a 1o largo del estudio.
‘Tomando como base esta ﬂuum puede dividirse al proceso en varias etapas: fase aguda que com-
prende del dia 1 a1 5 en la cual fos sus valores més bajos; fase
de recuperacién que va del 8° al 10* dia de ¥ Gue se por el en los
valores hemalolbglcos y; finalmente, fase de equilibrio, del dla 11 a) 15, en los cuales el nimero de
células y la h lgualan a la cantidad removida por lo cusl no se

observan cambios slqmﬁcallvos en los valores de estos pardmetros.

La fase de equilibrio de la anemia nos pemmite calcular tanto la qroducdén diaria de células rojas
como ia de Los valores son de 2.55 X 1010 célutas/kg de peso y 0.85 g da
hemoglobina/kg. Aslmlsmu. se calcuid que se requieren 9.6 mg de hierro (3.35 mg Fe/g Hb) (214)
para la que cada conejo.

Se midié6 ademés el volumen corpuscular medio (MCV) y se L] !

media (MCH) y 1a media de (MCHC) como se muestra en la
figura 12, Los camblos observados en estos pardmetros nos Indican que las células tienden a pre-
sentar un mayor tamaflo con una mayor cantidad de hemoglab(na por célula por lo cual se puede
incluir a esta anemia entre las
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FIGURA 11

NUMERO DE CELULAS ROJAS CANTIDAD DE HEMOGLOBGINA

orus s wt md

i

HEMATOCRITO

FIGURA 12

VOLUMEN CORPUSCULAR MEDIO MUMERO DI CELULAS BLAKOAS
By Pt

7

Ya que nos [nteresaba conocer mas del suero
dos en el metabolismo del hlerro, se determinaron algunos de los paramelms que reflejan el estado
de! organismo. Asl, en la figura 13 se fos enla de hierro sérico a lo

largo del sangrado. El vl:lor Iniclal de 1.545 psg/mt se ha incrementado para el dia 7 a 2,401 pg/mi (p

<0.01) a los niveles de hlerro por arriba de los niveles nomma-
les hasta el final det perodo de estudio.
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FIGURA 13
CAMBIOS DEL HIERRO SERICO EN LA ANEMIA

mg/mi
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La transferrina, fue cuantificada a lo Jargo del periodo de sangrado, por medio dal método de Inmu-
fnodifusién radial. Para poder ca!cular la eoncemmclon de transferrina en el suero problema, se hizo
una curva patron con A partir de una solucién de transfe-
rrina de conejo pura con una concentracién de 10 malml se hicieron dituciones desde 1:2 hasta 1:32,
fo cual nos da un comportamiento linual en una gréfica de cuadrado del didmetro del halo vs. con-
centracién.

CURVA PATRON DE CONCENTRACION DE TRANSFERRINA
Diluciédn Transferrina Diémetro Area

(mg/ml) (mn) (rom? )
1:2 5.0 9.55 91.20
1:4 2,5 8.5 72.25
1:8 1.25 7.25 : 52.57
1:16 0.625 5.7 32.49
1:32 0.313 4.7 22.09

La ecuacién de la recta, que se ajusté por regresidn lineal es:

S=So+ K[ Ag]

donde:

S = cuadrado del didmetro de! hato (drea en mm2)
S, = ordenada a! origen

K = pendiente de !a recta

[Ag} = concentracién de transferrina (mg/mi)
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La ordenada af origen no es 0 y est4 dada por la capacidad del pozo seco mas el volumen de mues-
tra aplicado,

La pendiente de 1a recta es Independiente del tamafio de! pozo, pero es inversamente proporcional a
ia de

Asl tenemos que para (as de utllizadas la ecuacién-de la recta es
(figura 14):

S = 26.75]1 + 14.126lAg]

FIGURA 14
CURVA PATRON DE TRANSFERRINA

° s N . . ;
] 1 2 3 4 6 [}
ma/mi
8o presonta el promadio de 12
determinacionea para cada punto con el
método de Mancluni.

La variacién en la transferrina sérica a lo largo del periodo de sangrade se muestra en la figura 15,
La conceniraci6n iniclat de 2.48 mg/ml tiende a Incrementarse lentamente de 1a! manera que en el
dia 7 exisien 2.99 mg/ml (p < 0.02), En el dia 9 la concentracién se ha elevado a 3.47 mg/m! (p <
0.05) y se mantiene por enclma de los niveles Inldales hasta el dia 15 en el cual la concentracién
(3 89 mg/ml, p < 0.02) refleja un de ap el 50% por arriba del valor del dia

La combinacién de los valores de transferrina y de hlemro se utlllzaron para calcular la saturacién de
1a transferrina. En la tabla 7 se p tanto ios de

como los en la en las dlfemnles (ases en las que se dividié a la
anemia. Como puede observarse, no existen modificaciones significativas en [a saturacién de (a
transferring aln cuando su concentracién varia significativamente en las fases de recuperacién y
equilibrio. Este fendmeno puede explicarse puesto que la concentracién de hierro también se modi-
fica & lo largo de! sangrado incrementéndose a partir del dia 7 y por tanto la saturacion de la protel-
na no sufre camblos,




FIGURA 156
CAMBIOS EN LA TRANSFERRINA SERICA
DURANTE LA ANEMIA

mg/mi
5 9

B
DIAS
*p 001
8e presenta el promedio? SEn«6

TABLA T

CAMBIOS EN LA CONCENTRACION Y SATURACION CON HIERRO DE LA
TRANSFERRINA SERICA EN LAS DIFERENTES FASES DE LA ANEMIA

Fase Transferrina Saturacién
{mg/ml} (%)
Inicial 2.48 & 0.12 45.58 £ 3.06
Aguda 2.45 £ 0.19 48.91 £ 2.35
Recuperacién 3.06 & 0.15* 48.56 + 3.25
Equilibrio 3.36 & 0.16%% 39.33 £ 3.11
*p<0.02
*p<0.001at los valores contra los valores iniclales.
La concentracién de transferrina en el suero se i0s valores

para las diferentes fases: dias 1 - § para 1a fase aguda; dias 6 - 10 para la de recuperaci6n y dias 11
- 15 para e! equifibrio. La saturacién de la transfemina se calculd asumlendo que todo el hiesro pre-
sente en el suero estd unilo & esta protelna.

4. Concentracién y Actividad de la Ceruloplasmina

La cuantificacién de la Cp presente en suero de los conejos a lo largo del periodo de sangrado se
llevd a cabo por medio del método de inmunodifusion redial. Esta técnica empieada para fa cuantifi-
caclén de la transferrina requiere ! uso de 12 mg de amlcuerpo en la placa para oblener una rela-
cién lineal entre el cuadrado de los halos de p yla de

na empieada (0.313 - 5 mg/mf), Por oons&gulema al iniciar el trabajo para establecer las condiciones
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épumas para cblener una curva patrén con el anticuerpo purincada, se decidié probar la misma con-

L] para no pudo
halos de precipitacién con la cantidad de Cp usada, debldo aquela 6n se dio
en 0 muy cerca def pozo, Se hicleron nuevos la de hasta
lograr obtener una relacién lineal al utilizar 2.5 mg de anticuerpo diluidos en 3.5 mi de agar al 3% en
de trl pHB8S8Y de Cp que van de 0.063 a 1.0 mg/ml.
CURVA PATRON DE CONCENTRACION DE CERULOPLASMINA
Ceruloplasmina Didmetro Aren
(mg/m1) (mm) (rm?)
1.0 6.67 44,44
0.5 5.07 25,67
0.25 4.375 19,14
0.125 3.925 15.41
0.0625 3.5 12,25

La ecuacién de la recta, que se ajusté por regreslén lineal es:

$=5 + K[Ag]

donde:

§ = cuadrado del dismetro del halo (roa en mm?)
S = ordenada al origen

K = pendiente de [a recta

Ag]= de (mg/mi)

La ordenada al origen no es 0 y esta dada por la capacidad del pozo seco mas el volumen de mues-
tra aplicado.

La pendients de la recta es Independiente del tamaflo del pozo, pero es inversamente proporcional a
1] 6n de

Asl que para las de Cp utilizadas la ecuacién de la recta es (figura 16):
S = 10.416 + 33.46 [Ag]

Una vez establecidas las condiclones 6ptimas para la cuantificaclén de |a Cp presente en el suero
de los conejos, se hicleron las p al pericdo de sangrado como se
musstra en la figura 17, En la figura 18 se las vari en la decCpalo
largo de la anemla. La concentracién inicial que fue de 0.140 mg/ml se incrementa significativamen-
te para el dia 4 de sangrado (0.222 mg/ml p < 0.01) y tiende a mantenerse por aniba de los valores
del dia 0; el miximo incremento significativo que presanta esta proteina durante la anemia es de
aproximadamente un 75% para el dia 11. En la Tebla 8 se resumen las variaciones en la concen-
tracién de Cp en la anemla agrupando los dfas en las distintas fases en las que se ha dividido este
procesa.
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FIGURA 16
CURVA PATRON DE CERULOPLASMINA

° : " " . 2
[} 02 0.4 0.8 0.8 12
. CERULOPLASMINA {mg/mi)
Cada punto correaponde al promedio
de 12 determinaciones por el método
de Mancint.
Se la de la Cp p en et suero de los conejos a lo largo del periodo de

anemla. El método propuesto por Curzon modificade por Lovstad requiere de ia adicién de ortofe-
nantrofina (quelante aspodﬁoo para el hlerro) pues(o que es de :usma importancia eliminar trazas de

hierro que y m; que |os reales, Ya que
tanto el como los ivos fueron en en las cuales suponemos
queda el hisrro prese la 6n de la activk de oxidasa de Ia Cp se hizo en

y de ina 1 mMM. Adn cuando exsten pequeftas diferencias entre los
dos mé no son significativas, lo cual nos permite suponer que no existe hle-
o libre en el suero que sea capaz de incrementar la actividad de oxidasa de la Cp presente. En la
figura 19 se las enla de dela

TABLA S

CAMBIOS EN LA CONCENTRACION DE CP EN LAS FASES DE LA ANEMIA

Fase Cp (mg/ml)
Inicial 0.141 + 0.004
Aguda 0.190 * 0.014*
Recuperaciétn 0.223 £ 0.007*
Equilibrio 0.239 % 0,013*

*p<0.05
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Figura 17

Inmunedifusion radial para {a determinacién de la Cp El pansl superior corresponda ala curva

patrén con concentraciones que van de 0.083 a 1 mg/ml. Se las Cp

para los dias 0 (panel intermedio) y 12 de anemia, que corresponde a la fase de equilibrio (panel
inferior).
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El método de determinacién de la actividad de oxidasa de |a Cp nos permite calcular la cantidad de
la proteina presente en el suero ya que foma en cuenta la relacion gue existe entre la actividad y la
absorbancla obtenida a 550nm y el contenido de cobre de la Cp. Asi, se calcul6 la concentracion de
Cp en las muestras de suero durante la anemia y los resultados se comparan en la figura 20 con los
datos de i6n que se por el método de inmunodifusién radial para este mismo
periodo. Como puede chservarse no existen diferencias significativas en la concentracién de ia Cp
calculada por los dos métodos, a excepcion del dia 7 en el cual existe una dlferencln de 0.11 mg/m}
(= 50%, p < 0.05). Se buscd 4s si existla entre fas

de la Cp y su actividad a lo largo del periodo de sangrado y se encontré una r = 0 530 {p=0.04).

FIGURA 18
CP INMUNOREACTIVA DURANTE LA ANEMIA

oo b
N . . L . N L .
. ) . . . » " " "
s
AL
L
En la literatura se mencicna como una de las de la Cp su L de por lo
cual se le Involucra en el metabolismo del hieivo. En {a tuisq: de posil de osta pro-
teina con ef hiemo se calcul6 el do enire las i en la
doe la Cp a lo largo del sanarnda y fa cantidad de hierro sérico durante este mismo periodo. Se en-
contré que a las en el hierro con respecio a ia Cp existe un oooﬂclame
do mnvladon der=0. 543 (p < 0.02), Cuando se las dos Cp
va un dfa, pudo observarse que la comelacién es de 0.826 (p =
0.002) lo cunl r:‘as indica que Ias : enla de Cp se reflejan en cambios en la
un dia
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FIGURA 19
ACTIVIDAD DE OXIDASA DE LA CP
DURANTE LA ANEMIA

D.0. 560 nm/ 0.3 m)

o 2 4 8 . 10 12 14 18

8
DIAS
*p+0.06
8e presents la media® SE.n»*»§
FIGURA 20
CP INMUNOREACTIVA VS. CP POR ACTIVIDAD
DE OXIDASA
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DISCUSION

La purificacién de la ceruloplasmina es un proceso que req de
para obtener una pura de esta p bien suero o de alguna de las
de de donde v se parte. En fonma cotidiana se trabaja con Cp ob-

tenida de suero humano, de cerdo, vaca o borrego, sin embargo no existe mas que una mencién en
Ia literatura (36) en la que se Intenta purificar la proteina de conejo y se hace hincapié en que los re-
sultados son desalentadores ya que debido & su baja concentracién se obtuvo con un 60% de pure-
za. Por otro lado, en el laboratorio se cuenta con un modelo experimental en conejo que nos penmite
contar con un sistema experimental en el cual estudiar o! posible papel de esta protelna en el meta-
boilsmo del fiemo, asi como con una fuente de suero para ia purificacién de la Cp. Con estos ante-
cedentes, se decidié Iniciar el protocolo de purificacién de la Cp a partir de Suero de conejo tomando
como precaucion el empleo de 4cido c-amino caproico desde la colecta del suero para evitar en lo
posibie la degradacién por plasmina.

Se ulllizaron las que 5@ emp! para la ion de puras de
protelna adn cuando, como ya se 4, hubo que . primero las Optimas
para trabajar con la Cp El suero de conejo se fraccloné utilizando sulfato de amonio sélido, y el

] en resinas de intercambio I6nico. Como resu'tado se obluvo
Cp de oona)o pura. En las en que S8 p de suero para purificar
fa Cp, ostré ;! y aiin cuando la recuperacién de
Cp del suam es dei 20%, ésto mpmsema una punrlcaddn de 168 veces.

La protelna purificada se ley6 en tres diferentes longitudes de onda (280, 330 y 610 nm) de las cua-
les, la absorbancia a 280 y 610 nm, se utilizaron para calcular la cantidad y pureza de ia Cp obteni-
da. Se diluy6 una alfcuota en NaCl 0.8% a una concentracién de 1 mg de Cp/m] con la cual se conid
un espectro de absorcién desde 260 hasta 850 nm. Encontramos una gran similitud entre el espectro

yel enla para l (8) y de oveja (56). Los coe-
ficientes de extincidn de ia Cp de eonejo (E 9‘) a 280, 330 y 610 o Se encuentran repostados, por
lo cual se utilizaron [os valores obtenkjos con Ia Cp purificada para calcularios. Los resultados fue-
ron los sigulentes: E1%,g0 = 13.8; E1%330 = 0.44 y E1%gyq = 0.61. Estas valores se encuentran
en el rango de los reportados para otras especies y por tanto, el cociente entre la absorcitn entre las
tres diferentes longitudes de onda que nos indican la pureza de una muestra de Cp son similares a

los ya para ia (13), de rata (54), caballo (57) y bovina (53). Para la pro-
leina do conejo se calcularon los siguientes valores: 610/280 = 0.044; 610/330 = 1.39 y 280/810 =

2. 5§ ia pureza y dela Cp p en funclén tanlo
de los para la protelna h (13) como de los coeficientes calculados en

este trabajo encontramos una gran similitud en [os datos obtenidos que no modifican sipnificativa-
mente ni la cantidad ni Ja pureza de |a muestra obtenida,

La absorcién de una muestra de Cp a 330 nm estA dada por {a cantidad de cobyre tipo 11l presente en
una muestra. El coclente entre ia absorcién a 810 y 330 nm representa la relaclén entre el cobre tipo
| y el tipo lll presentes en ia proteina. En el caso de ia Cp de vaca, la relacién 810/330 es de 2.1
(53), para ovejas es de 2.0 (55) y ia obtenida en este trabajo para la protelna de conejo es de 1.42.
Son pocos los autores que hacen referencia a este cociente, pero se sabe que diferentes factores

tates como el pH (53) se reflejan en enla en las de onda.
También, se ha visto que. la yel de una de Cp purificada, ge-
nera un de stas de cobre tipo !

(38) lo que disminuiria ia absomlén de la muestra a 810 nm y por tanto el coclente entre las dos
longitudes de onda serfa tamblén menor. Los 4lomos de cobre "azules® son muy Inestables y tienden
a con la que el cobre tipo It con el yla

de la (58). Asl, p postular que [a diferencia en el cociente 610/330
entre los reportados y el obtenido para el oone]o pueda deberse ya sea a diferencias Intrinsecas en
el contenido de los dos tipos de cobre en las di o bien a debidos al pro-
ceso de obtencién de la ceruloplasmina de conefo.
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Ahora bien, la Cp de conejo purificada se ulilizé para determinar su actividad de oxidasa en funcién
de 1a canlidad de protelna afiadida en el ensayo y que fluctud en un rango de 10 a 300 ug. Al grafi-
carla absomsncla a 550 nm contra la cantidad de Cp se encontré que existe una relucwn |lnear en-
tre actividad y Los con Cp que esta | d
presenta hasta 0.5 U.O, (208). sin embemo para ia Cp de conejo purificada en este trabajo encon-
tramos esta linealidad hasta alrededor de 2.0 U.O (figura 7). Asimismo, este ensayo nuevamente
nos indicd que la proteina estaba pura. Si consideramos que + mg Cp = 83 Unidades de actividad y
1 unidad de actividad = 0.1 U.O. a 550 nm (13); 1 mg de Cp = 6.3 U.O. a 550 nm, para 100 ug de
proteina esperariamos una tectura de 0.83 U.O., lectura que obtuvimos al agregar esta cantidad a la
mezcla de incubacién.

Asl, por criteri p i y de actividad de oxidasa, la Cp aparentemente esta purs, sin

esta “pura” en electr is no nos genera una sola banda como seria de espe-
rar sino que mostrd ademés de las bandas correspondientes a la Cp (125, 110 y 18.5 kDa), una
banda de alto peso molecular (200 kDa) que pensamos no se debe a contaminantes nl a un dimero
de la protelna, sino a la presencia de una forma molecular de la Cp de alto peso malecular.
Efectivamente, existe un reporte en |a literatura (43) en el cua) se describe una forma de la Cp con
este peso que so presenta en el suero tanto de personas sanas, como en el de reclén nacidos y pa-
cientes con la enfermedad de Wilson. También se que esta se en la
fracclén con actividad de oxidasa, contiene cobre y estéa glicosilada, Trabajando con células Hep G2
se encontrd que las dos formas de [a Cp, 135 y 200, son sintetizadas y secreladas al medio, mien-

tras que en estudios con células atl se han 2esp de mRNA de Cp lo

que sugtere que las dos formas son pr de que

pollpepﬂdlcas comunes. Por atro lado. en !a rata no se ha encontrado 'ormas de la Cp de alto peso
se ha un para esta p Asi, esta forma de 200

kDa podria ser el de modificac de la Cp nativa, ain cuando la pre-

sencia de un mensajero y su sintesis en higado parecen apunlar a una ‘molécula de importancia fi-
slolégica (43).

El trabajo de Rydén (38), el Ginico que se encuentra acerca de la Cp de conejo, menciona que aun
con la proleina 60% pura puede un peso para esta 1écul d
108,000 y que por & olras de
peso real esté cercano a 120 kDa. Por otro lado, debido a 1a gran inestabilidad de Ia Cpes (recuenle
su fi Este de parece tener lugar ain en presencia de inhibido-
res de proteasas dumma la purificacién y de 1a p El plasma p| una
p baja, sin uo, se puede asumir que los inhibidores de pmteasas endége-
nos se durante e} p de i6n por {o que e! equilibrio entre proteasas e inhibido-
res tanto como los dos, se altera por lo qua fos enlaces peptidicos de 1a Cp més
susceptibles a Ia protedlisis se cortan (42). La ] del rompl-
mionto del enlace que genera ia banda de 20 kDa ain wando la trombina puede romper también a
la Cp durante su purificacién y 41). La an SDS de fa Cp revela hasta
€on pesos de 130, 110, 68, 48, 22 y 18 kDa generados por la proteblisis
aspon(énaa de [a cadens de Cp (111). En presencia de 4cido s amino caproico 1a protelna humana
la banda p con un peso de 130 kDa y dos componentes generados
por el romplmiento de un sélo enlace pcptldloo con pesos moleculares de 110 y 20 kDa (42). Asl,
ain cuando se todas tas para evitar la degradacitn de la Cp de conejo al pu-
rificaria, la electroforesis nos mostrd no s6lo a 1a molécula nativa, sino también los fragmentos debi-
dos a ia proteélisis por lo que podemos concluir que parte de la Cp oblenida esta rola, pero pura.

La Induccidn de anticuerpos resulta hoy en dia una técnica muy frecuentemente usada. Pueden utili-
zarse diferentes sistemas para generar a los anticuerpos: moléculas monoespecificas como en el

caso de los o blen Asli, uno de los objetivos del

trabajo, inducir anticuerpos contra la Cp, se reaiizé inmunizando cobayos con ta Cp de conejo purifi-

cada. Existian dudas acerca de la capacidad de la proteina de conejo para disparar el proceso In-

mune en cobayos, ya que la Cp es una proteina muy conservada ¥ que

g de con otros P séricos tales como los tactares
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V y Vill de coagutacién (113-114) Sin embargo, con el empleo del adyuvante completo de Freund
en la primera pudo | la de Estas fue-
ron purificadas; el titulo obtenido usando el método de Oucmenony es de 1:84, y presentd inica-
mente una banda de precipltacién, lo cusl nos indica ademés, que |a protelna usada para inducir los
anticuerpos esmba pura. Por otra parte, al hacer la inmunodifusién radial, pudo observarse que 1a

de rio para obtener una refacién linear entre ef dismetro del halo ylacCp
presente en el ensayo, es baja en relacién a otros anticuerpos usados en el laboralorio.

En e} proceso de induccion de la anemia una gran enla de los pa-
con los ya para este sistema experimental (198, 211, 216).
Efectivamente, y aln cuando se presenlan ligeros cambios en los valores normales af lnldo de la
anemia debidos ala 1a cinética de 105 diferentas parémetros
hematolégicos y en especlal, el numero de células rojas que nos sirve para dividir a }a anemia en las
diferentes fases, son muy p: a los que se en este sistema experimental. En l1a fase
de equillbrio de la anemia (dlas 10-15) pueden calcularse ta produccidn de células rojas y Ia de he-
moglobina; como puede observarse en la figura 11 no se en es-
fos dos parémelms. fo cual nos indica que se produce Igual cantidad a Ia que se remueve. Asl, co-
nocemos el nimero de células y la cantidad de hemoglobina para cada dia asi como el volumen de
sangre extraido y el dol nnlmal ¥ por tanto pod calcular la p de células rojas que
fue de 26.5 X 10 P y la de de 0.85 g/ kg de pesoldla
Nuevamente encontramos que ns(us valores rdan con los en olros
con el sistema de induccion de anemia crénica por sangrado.

Eli enlap 6 élica en los conejos anémicos es de 4 a 5 veces sobre la de

no Q y esta resp no esté limitada por 1a disponibilidad del
hiesro en fos ola dad de p en el suero (211). Los conejos son
capaces de regular su captacién de hiemo de (a dieta de rdo a las y a

los precursores da las célutas rojas sin modificar conslderablemente el sistema de transporte de hie-
ro, como puede observarse en |a figura 15. Los niveles de hiervo sérico (figura 13) en los conejos
aumentan a lo largo del perlodo de sangrado, y este incremento reneja la gran movilizacién de hle-
o que existe para la 51 de

1a fase de equilibrio, y tomamos en cuenta que se requleren 3.35 mg de Fe/g de hemoglobina (214),
en el sistema se neceslitan 9.6 mg de hiero diados para 1a sintesis de esta proteina. Durante el pro-
tocolo exp se 180 mg de hiemro en forma de sangre, sin em-
bargo, 1as reseivas de hierro son de alrededor de 23 mg (211) por 1o que el hiesro necesario para Ia
sintesls de hemoglobina debe ohtenerse de 1a dieta, y es para a

céfulas macrociticas (figura 12) caracteristicas dei modelo de anemia experimenta!l inducida por
sangrado.

En condiciones de anemia crénica, la modificacién de Ia de é encar-
gada del transporte sérico del hierro, se hace patente hasia ia fase de recuperacién y equilibrio en
las cuales valores 50% por airiba de los Iniciales. Este aumento es
paralelo al incremento observado en 1a concentracion de hiero sérica, por lo cual, no hay variacién
en el p de i6n de la hecho que ya habiamos detectado en ofro estudio
realizado con este mismo sistema (218). En este trabajo encontramos valores de hierro sérico lige-

y que un imo de 2.4 g/ m} cuando en otros ensayos se aproximan a
los 4 pg/ml de suero. Si cons!dommos que el aumento en el hierro sérico observado en este trabajoe
fue menor que el en.of pero que el enla fue similar,
resulta facil entender el hecho de quo 1a saturacién de la transferrina no se haya modificado.

La determinacién de la actividad de fa Cp se hizo ulilizando suero en jugar de plasma ya que resul-
tados previos (200) habian mostrado que {a concentracién de EDTA que se usa como anticoagulan-
1e parece tener un efecto inhibitorlo de cuando menos é) 45% sabre la Cp al quelar el cobre asocia-
do a 1a proteina (18), Por otra parte, se sabe Gue | el Fe*t | (ia con la Cp su ac-
tividad (101,121-123); el método de de de laCp

terlal libre de hierro y la presencla de un quelante especifico, en este caso la onofenanirollna (209)
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SI existe hierro "libre” en el suero, es decir, no unido a |a P

enla de la p al en las que exista o no la or-
(ofanammllnn El hecho de no observar dlferanclas enlm ambas determinaciones en esle trabajo
puede deberse al hecho de que se a 0.4 pmolas / 0.1 ml de

suero para detectar el efecto de activacion de la Cp, y en el suero de los conejos anémicos existe un
maximo de 0.012 ymolas de fierro / 0.1 mi de suero (200).

Por otra parte, al los en(a de oxidasa de la Cp a lo largo del periedo de
sangrado observadus en este estudio, con los datos obtenidos en otro trabajo (200), encontramos
en los cuales es patente Ia diferencia de cada cone]o en su res-
puesta. Ln actividad de ja Cp a lo lago del tiende a
significativo en el dia 13 de anemla (1.705 U.0./ml = 0.271 mg/ml, p < 0.001), dia en el eual los va-
{ores son el dobie de los Iniciales (0.754 U.0./mi = 0.120 mg/m). Este ensayo de la actividad nos
permite transformar !a absorbancia a 550 nm en valores de concentracién, lo cual nos indicé una
mayor cantidad de Cp en el dia 0 en los conejos de este trabajo (0.12 mg/mi), con respecto a los

valores previ (200). Cabe sin quela de Cp en el
dia 0 de valor que ol normal de los conejos, que es de 0.12 mg/ml
representa aproximadamente 1a mitad de la cantidad presente en adultos humanos nommales y en
ratas (1,54,137) y es pt uno de los que ha dificuttado la oblencién de muestras
puras de |a proteina de conejo.

Las de én de idad evitan 1a p de que pud interac-
tuar con la Cp aumentando o disminuyendo su acclén de oxidasa. Q la duda, sin sl
los cambios en la actividad durante la anemia se debfan a una real de la

de Cp en el suero, o cran el do de una de 1a actl de ox!dnsa de la molécula por
modificacién de 1as fisiolégl dela Cp por difu-

sién radial nos mostr6 que a pesar de exlstlr ligeras diferencias (alrededor de| 10%) con respecto a
los valores calculados en funcién do su actividad de oxidasa, a excepcién del dia 7, son estadisti-
camente iguales. La Cp inmunoreactiva alcanza en ol dia 4 el pimer aumento significativo, y alcan-
za sy méximo nivel significativo para el dia 11 en el que la cantidad de Cp sérica representa un in-
cremento del 75% sobte Ta concentracion inicial. La diferencia en la cantidad de Cp detectada por

tos dos mé como el de una de la proteina que oce-
sionara niveles de actividad. Una a estas dify enia

de Cp serfa la presencia de una mayor de ap p enladci

sabe que no existen dife ias en la de de la apo- y holo- pmtal—
nas en el higado, y que en o del 10% de la proteina circulante se pre-
saenta como (212). La de cobre a la proteina en el higado serfa en-
tonces limitante Unicamente en funcién de la 6n de holo- a ap de la célula
(73). La alimentacién de los conejos y el tipo de sistema de induccién de una anemia cronica por
sangrado nos permiten asumir que la de cobra es para cubrir los requerimientos
diarios del conejo. Sin embargo, en condiciones en las cuales se Incremenum drésllcameme fas ne-
cesidades del animal, se puede llegar a una de cobre hasta un
40% la de P en la ¢l 6n (38-39), Io cua| se rofle]aria como
una menor de p activa con alaCp Asi, aidn cuando la
primera evidencia de una mayor canfidad do Cp en el sistema so deriva del aumento en la actividad
de oxidasa, el uso de de nos suglere enel

de 1a Cp, ya sea un incremento en sy sintesis y/o una en su

Se sabe que la ceruloplasmina so modifica en resp a miltiples tanto ogi

como patolégicas (1). En este trabajo, encontramos una elevacién en Ios niveles de esta proteina
que pueden ser el resultado de un Incremento en Ia sintesis o bien una disminucién en su catabo-

lisma, El enla dy delaCpse pmsema desde el inicio del protocolo
de sangrado, lo cual peanite suponer que se como u de fase aguda.
Esm mspuesla de fase aguda 58 expresa como mulnples alleradones de las funclones metabdlicas,

por un en la sin-
tesis de algunas p hepé(lcas, anemia, asi como tamblén un incremento de los ni-
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veles de cobre sérico. También se sabe que esta respuesta parece estar iniciada por la interleucina-
1, que aparentemente estimuia la sintesis de ceruloplasmina en el higado (215) La respues(a que
observamos parece ser especifica y no deberse a un

ya que hemos la enla total de p en el suero y la canti-
dad de albimina a lo largo de la anemia y no se mod en su Sin
embargo, en otro modelo el del delaCp

permite suponer que este tipo de respuesta no ocurre en las ratas (197)

Ahora bien, en el modelo de anemia crdnica experimentnl buscamos una posible relacién entre los
metabolismos del hierro y cobre. La primera si existe entre las
variaciones que presenta !a Cp a 1o largo del sangrado y Ios riveles de hierro sérice en este mismo
periodo. Cuando se relaciona dla a dla estos dos pardmetros no se obtiene una comelacién signifi-
cativa; sin embargo al desfasar los valores 1 dla, es dacir, los cambios en ia Cp se reflejan en modi-
ficaclones de los niveles de hiemo 24 horas después, la comelacion aun cuando baja, se hace esta-
disticamente significativa. Por otra parte, la sérica del
de hlemo desde los siios de absomlén hesta los de utilizacién y/o almacenamiento, tamblén se
modifica en la anemia. Si los por la Cp y la transferrina desfa-
sando nuevamente los valores 1 dia, encontramos una buena comelacién. El hecho de que se pre-
sente relacién entre estos 3 €p. y fiero) fos undia es
congrusnte con ol papel de la Cp como directora en [a toma de hlemro, y nos Indicaria que en res-
puesta a la induccidn de la anamia se modifican tanto el metabolismo de cobre como el de hierro,
En condiclones normales, casi todo e! hlerro unido a es captado por la mé-
dula. Al Inducirse la anemia por remocién de sangre, se estimula la eritropoyesis y por tanto la ne-
ceskdad de hierro. Los reticulocitos tanto de médula como de sangre son capaces de tifizar el Fe(lll)
unido a la transferrina. Sin embargo, el hlerro que se absarbe en el intestino es Fe(ll) y debe por
tanto oxi antes de ala Se sabe que en el plasma existen condi-
clones que permiten la oxidacién no enzlmﬂllca del fierro, tales como el oxigeno y el citrato, sin em-
bargo, la volocidad con la cual 5e lleva a cabo es muy baja en relacion con los requerimientos nor-
males del organismo y por tanto insuficiente en condiciones en las cuales la necesidad de Fe{lll)
aumenta drasticarnente como en el caso de nuestro sistema experimental (142,149). La cemlo—
plasmina es capaz de oxidar el hiesro hasta 20 veces mas que la no &
tica. que en el hur existe un de 30-40 mg de hierro al dia en el plasma, y en
estudlos en los cuales se administra Cp a cerdos, se ha detectado la elevacién ripkia (4 horas) de
fos niveles de hierro sérico, de tal manera que se ha concluido que el efecto primario de la Cp es el
incrementar e! flujo de hiermo al plasma ya sea que este hierro provenga de las células hepéticas o et
intestino. Ahora blen, se ha que la maxi de én de hierro se pre-
senta cuando existe cuando menos el 10% de la concentracitn de la enzima, alrededor de 0.2 M, y
que en eslas condiciones se transportan 5.2 mg de Fe/kg de peso (142-153). En el conejo normal, la
de Cp en el suero eq a1.12 mM, y en la fasa de equilibrio, se requieren al-
rededor de 9 mg de Fe/dia para fa p de Asl, aun cuando no se
modificara ta Cp durante la anemla, la cantidad | presente es suﬂdanle para cubrir ios requerimientos
diarios de hlerro, Este proceso parece no estar de ¥ 5u ve-
locidad en ltima porla ilidad de hlem) que pueda movillzarse.

El modelo de Induccién de anemla crénica por sangrado nos ha permitido el estudio de la eritropo-
yesis y el metabolismo det hierro (188-189,211). Hemos encontrado que existe un Mope® en !a eri-
tropoyesis que se incrementa hasta 4-5 veces en nuestro sistema, y que aparentemente el hlemo no
es un faclor limitante en este proceso. Por otro lado, ya que las reservas de hiemo en el higado de
los conejos son de apenas 23 mg, el hiero necesario para la eritropoyesis debe provenir principal-
mente do la dieta. Podemos posiular que en a una mayor de fiemro el orga-
nismo incrementa su absorcién y la Cp se
Fe(i!f) que puede ser utllizado por [a célula para Ia slnlesls de humoglcblna El aumento en la canti-

dad de Cp en nuestro modele podrfa como el de una modlﬂcaclén
de su on ala de hiemo (; de

bien, la respuesta a ung sesie de contra la que se snbe
inducen camblos en el "status® de la Cp. f el de la de la anemia en
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fos consjos en lo que se refiere a los metabolismos de hierro y cobre es una alteracién de su equili-
brio, Los enla asl como los emanados de este trabajo, nos plantean
una nueva serie de Interrogantes acerca de la ceniloplasmina y su papel como vinculo molecular
entre el metabolismo del hierro y el del cobre.
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CONCLUSIONES

La de conajo el empleo de cromatografia de intercambio iénico
[ é las de p & para [a proteina h: La
relacién Agq0/A2gg de la proteina azul obtenida fue de 0.0475. La electroforesis nos permite propo-
ner la existencia 8., formas de alto peso p a 200,000 de la caru-

loplasmina "normal” de 125,000.

En el modelo de anemia experimental por sangrado crénico la p
en su concentracién determinadas a través del método de Inmunodifusién radial que emplea ef antl-
jo

cuerpo conlra esta en cuyoc en e trabajo.

Se p que las dela ina estdn ligadas a fos camblos observados en la
cantidad de transferrina y hiemo 8érico que se manifiestan 24 horas después lo que es congruente
con un papel de direccién en la toma de hiefro por fa ceruloplasmina.
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