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I . INTRODUCCION



I. INTRODUCCION :

La participacién del Cerebro en la Homeostasis del
Hierro, permanece todavia desconocida, aunque se sospecha existe
algun mecanismo involucrado, como puede ser , la participacién de
Transferrina y Ferritina , proteinas necesarias en todo proceso
metabélico del mismo.

Tanto la homeostasis , como la absorcién del Hierro en
mamiferos ., se ha cimentado en el proceso de absorcién a nivel
gastrointestinal ¢ 88 D

Se ha postulado sobre la Ferritina » proteina
acumulativa, esencial en el mantenimiento de los depdsitos
organicos del hierro , como equilibrante entre Ferritina y

Transferrina en células de Mucosa Intestinal C 124 , 9 D

Investigaciones recientes , conducen a nuevos parametros
fisiolédgicos influyentes en la regulacién Homeostatica del citado
elemento , respecto de nuevas proteinas , pudiendo ser relacionado
con la actividad catabdélica de la Metalotioneina , como gquelato

biolégico ., secuestrando y relacionande 2Z2n y Cu.

Se considera al Cd , metal pesado inductor de anemia en
ratas C 151 , 40 ) asi como en humanos C 40bis ) , induce transferri.a
plasmatica en animales con anemia ferropénica ¢ 66 ) careciendo

de participacién en la sintesis de Hemoglobina C 7bis D

La induccién de la anemia en el animal de
experimentacién , ha dado como resultado , la deteccién de
Metalotioneina en Mucosa Intestinal C 2 , 4 ) y posiblemente en
cerebro . Es por lo que se plantea , la situacién que esta proteina

pudiera tener un papel importante en la Homeostasis Férrica



El efecto del Cd se verifica obstruyendo la absorcién
del Hierro a nivel Intestinal ¢ 137 >. La competitividad entre Cd
y Fe en absorcién Intestinal , podria verificarse mediante
inhibicién de la Metalotioneina . bloqueada por el Cd , quedando de
este modo , la citada proteina al margen de la absorcién del
hierro.

La Metalotioneina , pudiera ser un factor importante a
considerar , en la explicacion de la Etiopatogénia de numerosos
sindrémes neurolégicos , cuya etioldgia actualmente permanece en
suspense ( 57 , 58 >

La absorcién de metales pesados ., esta aumentada en el
proceso de anemia ferropénica ¢ 5S4 , 46 O aportando 1la
intervencién de la Metalotiocneina en el metabolismo y homeostasis
del hierro.

Segun Vallee , C 143 D la deteccidén , aislamiento
caracterizacién de la Metalotioneina ., estidn estrechamente
relacionados con la investigacién de la funcién biolégica del Cd

en seres vivos.

En 1.957 1la Metalotioneina , fue descubierta como
proteina de 2n y Cd , en rifién de caballo ( Margoshes , Vallee
1.960 D

Posteriormente fuerén descubiertas , similares moleculas

en especies Eucariotas , asi como en distintas membranas y celulas

La Metalotioneina existe en varias isoformas ’
adjudicandosele varias acciones , aunque todavia no estan

establecidas.



Su estructura esta diseflada para unirse a metales
pesados , de forma cooperativa , adoptando conformacicnes .,
dependiendo de la unién a diferentes metales.

Este trabajo pretende mediante la induccidén de
Metalotioneina en tejidos , mediante administracién de Cd y otros
elementos C 32, 100, 107, 11 ) detectar la posible participacién
de la Metalotioneina a nivel de Cerebro , Mucosa Intestinal y
Médula Osea . en situaciones en las que sabemos estan incrementados

sus niveles en otras partes del organismo.

Por ello , basiandonos en que la absorcién del hierro , es
un problema regulado fisiolégicamente para mantener el balance
ideal . en el organismo , en cada momento . Por ejemplo en situaciocres
de deficiencia ferropénica , como es el caso de existir una anemia
hipocrémica . La absorcién de hierro esta incrementada..

Esta situacién la consideramos ideal , para la realizacién de
nuestro trabajo , ya que estariidn aumentados todos los
procescs de metabolizacién del hierro y nos permitiria detectar
la existencia de Metalotioneina , mediante la presencia de Cd y
Zn .



IXI. PARTE TEORICA :



1. EVOLUCION HISTORICA :

El términoc Metalotioneina ( Mt > , se ha utilizado para
designar a una proteina rica en grupes SH con Cd , 2n , Cu ,
procedente de la corteza renal de caballo . ( 1.980 segun Kigi
y Vallee D>
En 1.974 Kigi y cols. ., asi como en 1.976 Kojima y cols.

manifestarén las caracteristicas de esta proteina , tales como

. Alto contenidec en metales

. Composicidén amincacidica caracteristica
Elevado contenido en Cisteina , carente de
aminoacidos aromaticos e histidina.
Propiedades Opticas peculiares de los grupos
mercaptidos . ¢ metal - tiolatos D
Unica secuencia de aminocaAcidos , fijando la
distribucién de los grupos SH de la Cisteina.

La nomenclatura utilizada para las distintas
Metalotioneinas y sus derivados , ha sido confusa durante bastante
iempo .
Actualmente basandonos en la composicién y estructura de
estas proteinas , en el pleno de la " I REUNION INTERNACIONAL *
sobre Metaloticneina y otras proteinas de bajo peso molecular |,

capaces de ligar metales .



Celebrado eon ZURICH en 1.978 ’ adoptando las
recomendaciones siguientes :

El término Metalotioneina ( 1.980 ) segun Kigi y
Vallee » se utilizara para todas aquellas
proteinas que se ajusten a la definicién dada
anteriormente.
- El término " TIONEINA * se emplea para especificar
la apoproteina de la Metalotioneina.
La palabra “APOMETALOTIONEINA™ podra utilizarse
para especificar la apoproteina.
- Cuando la Metalotioneina contenga mis de un
metal . por ejemplo 5.3 4atomos gramo de
Cd y 1.7 atomos gramo de Zn , se designara
C Cd - 2n > - metalotioneina ; el orden de
enumeracién de los metales indicarid su abundancia
relativa.

- Cuando la composicién en metales se desconozca o

no revista interés , se utilizard el término
“Metalotioneina”.
La presencia de esta proteina , es muy amplia y

generalizada , entre los vertebrados , también se ha encontrado en
seres humanos , monos , caballos , vacas , ovejas , cerdos ,
perros , conejos , ratas , ratones , etc ( 1.879 ,Nordberg Yy
Kojima >

En mamiferos se refieren a las proteinas de Rifién ,
higado e intestinos , aunque se ha seffalado la presencia en otros
érganos , tales como ( bazo , cerebro , eritrocitos , pancreas
fibroblastos O

Las cantidades de Metalotioneina presentes en lcs

diferentes érganos , de especies diferentes es variable .



Al introucirse su biosintésis por accién de algunos
metales ., tales como Zn y Cd , puede aumentar su concentracién
hasta 40 veces o ms . ( 1.974 , Piotrowski y cols. Trojanowska >

.En higados de fetos existen elevadas concentraciones de
Metalotioneina C 1.977 , Bremmer y cols. Weser ; 1.978 , Ryden y

Deutsh ; 1.97Q9 , Webb .D

Hay evidencia de la existencia de Metaloticneina , en
algun “Filum" de invertebrados

Recientemente se ha identificado metalotioneina , en el
crustaceo "Scylla Serrata™ € 1.979 , Olafson y cols. D

En 1.975 , Prinz y Weser , purificarén una proteina con
Cu , de peso molecular 0.500 daltons, procedente de un cultive

de Sacharomices Cerevisiae , incubado en un medio con Cu .

Las proteinas de esta Cu-proteina eran semejantes a las

Metalotioneina de mamiferos.

Otra proteina de Cu se aislé , de cultivo de Neurospora
Crassa . C 1.978 , Ammer y cols , 1.9879 ., Lersch. D

Siendo el peso molecular de esta proteina , inferior al
seffalado para las otras metalotioneinas , su secuencla aminoacidica
mantiene la posicidén de todos los residucos de Cisteina y de

algunos de serina similares a los de la metaloticneina

Los metales pesados que componen la biosfera , en
proporciones minoritarias son :
Cd , Hg , Ni , Ag , Au .

Cu y 2n son esenciales nutrientes de las formas vivas ,
formando parte de algunas metaloenzimas , resultando téxicos en

cantidades elevadas.



El significado de estos elementos , en los organismos se
desconoce .

La Metalotioneina es una proteina rica en Cisteina , cuya
molécula forma parte del metabdlismo intracelular de metales , con
capacidad de unién a otros metales.

2. METODOS DE DETECCION :

La Metalotioneina se detecta preferentemente :

Espectroscopia de Absorcién Atémica
Marcaje con Isotopos Radiactivos.

Por su alto contenido en S , métodos como :

. Marcaje con S - 385

Métodos de separacidn

. Gel filtracion
HPLC

Gel Electroforesis

Metalotioneina en presencia de 2Z2n y Cd produce 2
isoformas ¢ 15 >

Isoforma I con un pesoc molecular de 6.200 daltons
constituida por 60 residucs y 12 cisteinas .



Semejante a la Isoforma II de peso molecular 6.300

daltons , con 61 residucs y 3 cisteinas.

3. CARACTERISTICAS QUIMICAS DEL HIERRO :

El Hierro es unc de los metales mas abundantes de
la naturaleza , fundamentalmente se encuentra en estado férrico Fe
C III > , sin embargo posee escasa biodisponibilidad , originando
estados ferropénicos frecuentes en patolégia , mis que en
situaciocnes de sobrecarga férrica.

Se absorbe de forma ferrosa , el pH acido del
estémago hace que el hierro férrico , se transforme en ferroso ,
no obstante este proceso esta limitado por 1las condiciones

fisicldgicas y la dieta.

El Hierro funcional . en estado ferroso Fe C II > ,
representa aproximadamente el 75 % del metal total corporal .,
mayoritariamente en forma de hierro hémico , como componente del

grupo Hemo ( Protoporfirina - Hierro 2>

La biosintésis del Hemo es muy activa y eficiente
Para reemplazar a la Hemoglobina de los hematies , se sintetizan

en Médula Osea 300 mg de protoporfirina
La porfirinosintésis hepatica es cuantitativamente

inferior ¢ 100 mg diarios D) dado que el turn-over hepatico de las

hemoproteinas es rapido .
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Entre las hemoproteinas hepéticas ( catalasas ,
citocromos mitocondriales y microsomales ) el citocromo P - 480
supone 2 / 3 de las mismas .

También este hierro funciocnal estid contenido en
enzimas no hémicas . bien poseedoras del metal o bien requeridoras
como cofactor : Enzimas con hierro no-hemico , por ejemplo Prolil
y Lisil Hidroxilasas , Fenilalanina Hidroxilasa y Ribonucleétido
Reductasa .

Diversas proteinas conteniendo hierro y azufre ,
localizadas en mitocondria hepética , estan implicadas en 1la

cadena de transporte electrénico ., como mediadoras .

Otras forman parte integrante de numerocsas
enzimas , por ejemplo Xantin - Oxidasa .

El hierro de depésito ( férrico D , se encuentra
bajo la forma de Ferritina , o minoritariamente , en forma

degradada de Hemosiderina .

La Ferritina ¢ 51 > es una molécula hidrosoluble
de forma esférica , constituida de envoltura protéica
C Apoferritina D de 12 um de diametro externo y 450.000 daltons de

peso molecular

La cubierta protéica , esta formada por 24
subunidades , de las cuales existen 2 subtipos diferentes respecto
al peso molecular , contenido de aminoidcidos y reactividad

inmunolégica .

La subunidad mas pesada ¢ H D unos 21.000 daltons
es mas 4cida predominande en la Ferritina del Corazén y del
Rifiétn ¢ quiza también en la ferritina sintetizada por las células

tumorales D
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La subunidad més ligera C L > de 18.000 daltons ,
es mis alcalina , predomina en la Ferritina de Higado y Bazo ( asi
como en estados de sobrecarga férrica )

La parte central de la molécula esférica de
Ferritina tiene un diametro aproximado de 7 um , pudiendo albergar
de 4.000 a 5.000 atomos de Hierro ( formando micelas de fosfato
férrico hidratado ) , comunicandose con el exterior a traves de

6 canales

3.1 MICELA DE ALMACENAMIENTO DE HIERRO :

La cantidd minima de 7 mg de hierro corporal , se

encuentra en transite “* , mayoritariamente ligado a la

Transferrina en fluidos extracelulares .

La Transferrina ( 1 D esta implicada en el transporte

de hierrc extracelular e intracelular

Tradicionalmente podemos distinguir tres tipos de

Transferrina :

- Transferrina Sérica Humana
- Ovotransferrina , aislada en el huevo blanco
~ Lactotransferrin , aislada en diversos
fluidos fisiolégicos , de funciédn aun
incierta.
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Las Transferrinas ¢ 1 D son glicoproteinas , formadas
por una Unica cadena polipéptidica con una o més cadenas laterales
de Carbohidratos ¢ glicanos D

La Transferrina Humana C peso molecular de 79.550
daltons D , existiendo dos ramificaciones glicanos doblemente .

Dispone de dos lugares de unién al hierro (férriced
Sintetizada principalmente en Higado ., con vida media de 8 dias en
circulacién .

La del hierro suele ser de 1 a 2 horas , realizando
durante su existencia 100 ciclos , de transporte de hierro en
interaccién con las células receptoras .

En individuos normales . la transferrina sérica
dispone de capacidad suficiente para fijar 330 ug de hierro ~ dl
C capacidad total de fijacién o CTF D ., encontrandose saturada
1 - 3 de su capacidad .

Su concentracién sufre variaciones circadianas y
dia ~ dia R incrementandose en deficiencia de hierro vy

disminuyendo en sobrecarga férrica.

La unién del hierro C férrico D a transferrina
requiere la presencia de un anién ( carbonato o bicarbonato >
estabilizando dicha unién al actuar como puente de enlace entre el
metal y la proteina.

La unién del hierro a la transferrina
es pH dependiente , siendoc maxima a pH 7 , inicialmente se
disocia a pH 6.5 finalizando su disociacién a pH 4.5.

Las constantes de unién no son identicas para ambos
lugares de acoplamiento , sugiriendo una posible preferencia de
ingreso del hierro a determinados tejidos . respecto al lugar de

unién que ocupa el metal.
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La transferrina diférrica , es mis eficaz como

donante de hierro , que la monoférrica .

Se propone un modelo interpretativo ¢ 160 > , de
interaccién transferrina - celulas

La transferrina con hierro se unira a receptores
especificos situados en la superficie celular , quedando el
complejo internalizado en la celula por endocitosis , para llegar
al compartimento acidico no lisosomal , donde su pH ( menor de
8.8 2 , induce la liberacién del hierro de la transferrina ,
permaneciendo ligada a su receptor , escapando a su transferencia

a los lisosomas , pudiendo sufrir protetlisis .

La transferrina libre de hierro , asociada a su
receptor es reintegrada a la superficie celular , donde el pH
neutro disocia el complejo , encontrandose el receptor dispuesto
para su nueva actuacidén , liberande a la transferrina a la

circulacién para ser recargada nuevamente de metal

Se ha comprobado la existencia de dichos receptores
en membranas de celulas eritroides inmaduras , en placenta y

otros tejidos

El hecho que la transferrina resulte inaccesible a
las proteasas , una vez unida a las células , sugiere la

produccidn de endocitosis

La colchicina ocasiona un efecto inhibitorio sobre
la captacién de transferrina , implicando a los microtubulos en

este proceso .
Parte del hierro plasmiAtico se encuentra en el hem y

en la hemoglobina circulantes de forma ligada , respectivamente a

hemopexina y a la haptoglcobina

14



Hierro Corporal Total

- FUNCIONAL C 75 % D> : HEMICO :Hemoglobina ¢ 85 % D
Mioglobina ¢ 9 % D
Citocromos C 0.5 % )

NO HEMICO :Proteinas Fe-S

- DEPOSITO ( 25 % > : FERRITINA TISULAR
HEMOSI DERINA

- PLASMATICO € 0.5 % > : LIGADO A TRANSFERRINA
NO LIGADO A TRANSFERRINA
FERRITINA SERICA
HEMO-HEMOPEXINA
HEMOGLOBINA-HAPTOGLOBINA

Existe hierro en la ferritina sérica , y en cantidades

pequefias agrupadas en distintas formas , segun el contexto
Hierro no ligado a Transferrina ', agrupando el metal complejado
con ascorbato , carbonato , algunos aminoacidos , carbohidratos ,

algunos acidos orgédnicos e incluso a la albUmina .

Parece jugar un papel importante , en la hepatosiderosis
de la hemocromatosis , las elevadas cantidades de"” Hierro no
ligado a transferrina ™ . ¢ 18 D)
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La ferritina serica cuantificable por las nuevas
tecnologias , difiere de 1la tisular por estar glicosilada
parcialmente y por su exigiio contenido en hierro . C 158 >

Su origen parece ser multicelular . siendo posiblemente
sus fuentes las células del sistema mononuclear fagocitico y los
hepatocitos . C 51 O

Su vida media se ha estimado en S0 horas ( 157 D

Se ha confirmado que los niveles de Ferritina Sérica .
tienen correlacién con los depédsitos corporales de hierroc .

1 ug 7 1 de Ferritina sérica representa 8 a 10 mg de
hierro de depésito ( o 140 ug por kg de peso corporal )

Su concentracién sérica es constante en el transcurso de
varias semanas , careciendo apenas de variaciones nictamerales .

Los valores medios en individuos normales esta en
funcién de la edad y del sexo . C 7 D

3.2 NIVELES DE FERRITINA EN INDIVIDUOS

NORMALES SEGUN LA EDAD Y SEXO :

Valores infericres a 20 ug -/ ! en varones 1y 10
ug 7 1 en mujeres ., indican un deficit de hierro corporal . ¢ 78 )

123 pacientes con patolégia gastroduodenal con
ferritina sérica de 20 a 25 ug -~ 1 , siendo el limite inferior

donde no resultaba patente el hierro en médula ésea. ¢ S5 D
La circustancia en que la ferritina sérica esta

disminuida , es en deficiencia cde hierro , la hiperferritinemia no

resulta indicativo real de sobrecarga férrica . ¢ 85 D
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Como es el caso de hepatopatias activas , por
liberacién de ferritina de 1los hepatopatis activas ., por
liberacién de ferritina de los hepatocitos dafados . C 162 D

O por alteracién de los mecinismos implicados en la
homeostasis de la ferritina . ¢ 87 D

En procesos neoplasicos . particularmente en
hepatopatomas al incrementarse la sintesis de las células
tumorales C 22 J y en la inflamacién como reactante de fase aguda
< 77

Comparacién segun POWELL C 111 D entre Transferrina
y Ferritina séricas

TRANSFERRINA FERRITINA

Peso molecular 80. 000 D. 450 000 D.
Vida media 8 dias SO horas
Atomos Fe - molec. 2 4.000
Lugar de sintésis hepatocito hepatocito

SRE ,

mayoria cel.
Lugar de degradacién macréfago hepatocito
Funcidn transporte desconocido

Comportamiento como

reactante en fase

aguda no si
Sintésis en situacidn

de hematosiderosis descendida aumentada

17



4. DISTRIBUCION INTERNA :

Podemos englobar los origenes Yy destinos del Hierro
plasmitico , cuyo conocimiento avanza debido a las técnicas
Ferroquinéticas . De acuerdo con los resultados obtenidos por
BOTHWELL y cols. C 13 D

Intercambic entre los Diferentes Compartimentos corporales :

ABSORCION -EXCRECION H Médula Eritroide !
TRANSFERRINA EXTRA- Sistema Reticulo- Hematies
INTRA-VASCULAR < Endotelial < -Circulantes
T—

- ejidos

Parenquimatosos <(————
Musculos Higado

PLel

¢ DISTRIBUCION ORGANICA DEL HIERRO O

ie



3¢ ORIGEN Y DESTINQ DEL HIERRO PLASMATICO 3

El Sistema Reticulo Endotelial es el portador de
hierro al plasma , procedente en mayoria de la hemoglobina y
minoritariamente de lugares de almacenamiento.

Los tejidos con reserva de hierro , contribuyen en una
proporcion del 5 % del turn - over del hierro plasmatico.

La Absorcién Intestinal oscila entre el 3 y 4 % .
Mas del 80 % del hierro plasmatico tiene su destino
final en el eritrén , incorporandose mayoritariamente a la

hemogl obina.

Las c¢élulas rojas mueren intramedularmente » © son
fagocitadas por el Sistema Reticulo Endotelial , o su hemoglobina
es liberada a plasma donde es captada por Haptoglobina y
transportada a los Hepatocitos

Otra ruta cuantitativamente significativa , corre a
cargo de las células parenquimatosas , principalmente los

Hepatocitos .

Una exdiglia cantidad de hierro abandona el plasma ,

pasando a tejidos extravasculares

El principal mecanismo de ingreso de hierro
plasmitico a los tejidos , esta en funcién de la interaccidn de la
Transferrina mono o diférrica , con receptores especificos de
membrana , cuyo determinante resulta de la cantidad relativa de

metal aportado a un tejido determinado . C 38 D
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BOTHWELL (C 13 ) ejemplariza , como una cinta
transportadora manejada por la captacién del hierro por parte del
eritrén , de forma que la cantidad de metal proporcionada en cada
momento por las células donantes , depende de la cantidad de
hierro retirada por los precursores eritroides .

Mycosa ot
Celulas R.E. Intestinal ras
Dominantes g :
mg./dia ﬁ .
Aceptor

Percuscres
eritroides

Cadera de transpsrte del hierrs

CADENA DE TRANSPORTE DEL HIERRO DESDE LAS CELULAS
DONANTES HASTA LOS PRECURSORES ERITROIDES

20



6. METABOLISMO HEPATICO DEL HIERRO

El Higado contiene 0.4 g del hierro total corporal.
Solo 1.5 % de esta cantidad se encuentra en células del Sistema
Reticulo Endotelial . que reciben el metal , a partir de la
destruccién de hematies senectos , y en menor proporcién del

hierro circulante unido a Transferrina .

Sclo una pequeffa cantidad del hierro queda
almacenado en forma de Hemosiderina C en menor grado de Ferritina

) , el resto es liberado a la circulacién .

Las ceélulas del Sistema Reticulo Endotelial no son
capaces de captar hierro a partir de los complejos Hemo -

Hemopexina y Hemoglobina - Haptoglobina ( Hb - Haptoglobina O

6.1.~- CAPTACION DEL HIERRO POR EL HEPATOCITO :

El Hierro accede al Hepatocito por varios

mecanismos :

ad) El hierro ligado a Transferrina , puede unirse a un
receptor especifico de membrana ¢ Rl D junto con el que es
internalizado , evitando su paso por los lisosomas que degradarian

la Transferrina

Si la Transferrina plasmitica se encuentra saturada en
mas del 30 % , el hierro unido a Transferrina accede al interior
del Hepatocito , mediante un mecanismo de pinocitosis inespecifica

quedando degradada la Transferrina en los Lisosomas
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La primera modalidad es saturable y especifica merced a
la existencia de unos 37.000 a 80.000 receptores en Transferrina
diférrica. ¢ 158 >

b) Existe un receptor especifico para el complejo
Hemo-Hemcpexina ¢ R2 D) que penetra en la célula por endocitosis ,
siendo el Hemo degradado por 1la Hemo-oxigenasa microsomal ,
retornando intactos Hemopexina y receptor al exterior de la celula

En situaciones de exceso plasmitico de Hemo ( crisis
hemoliticas de una anemia de celulas falciformes D puede existir
una degradacion significativa de la Hemopexina ( 42 ) descendiendo
sus niveles plasmiticos al superarse su sintesis hepatica ; en las
citadas circustancias este mecanismo de captacién de hierro por el

hepatocito alcanza valores significativos

c) El complejo Hb-Haptoglobina posee un receptor especifico

C R3 2 , pudiendo ser degradado en lisosomas liberandc Hem y
restos protéices , o ser transferido a bilis recuperando su
receptor .

En situacicnes de Hemolisis intravascular pudiendo
ocasionar una degradacidén de la Haptoglobina con la

correspondiente disminucién de sus niveles plasmaticos .

dd) Cada hepatocito de rata dispone de unos 30. 007 receptores
de membrana para la Ferritina circulante C R4 > C 87 D.
En circustancias Fisilédgicas , la Ferritina seérica
contiene exigia cantidad de metal
El hierro internalizado a partir de estos mecanismos ,
segin parece forma parte ., de un pool intermedio ligade a
Ferritina , previamente al pocl de hierro en transito . denominado
* Pool quelable de bajo peso molecular ", alrededor del 20 % del

metal hepatocitario .
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AGtn no se ha determinado la composicién de este pool
labil , se consideran substancias constituyentes actuando como
quelantes y 7 o transportadores del hierro férrico o ferroso
Guanosin trifosfato , Adenosin trifosfato , Adenosin difosfato ,
pirofosfatos , 2.3 difosfoglicerato , Acido Ascorbico , Glutatién
Cisteina , Glucosa , Fructosa , Citrato , Lactosa y Riboflavina C
85 D.

También se ha identificado en células hematopoyéticas ,

enterocitos . leucocitos perifericos y macrofageos alveolares .(S)

Partiendo de este pool de bajo peso molecular , el
hierro se dirigira a depédsitos ( ferritina y hemosiderina D o
utilizado en biosintesis de Hemo-proteinas ( citocromos , catalasa
peroxidasa ) asi como otras proteinas que contienen hierro en su
molécula , ¢ como enzimas no hémicas y proteinas que ademés

contienen azufre D

6.2. LIBERACION DE HIERRO POR EL HEPATOCITO :

En circustancias normales , la concentracién del
hepatocito es inferior al 5 % , pudiendo ser incrementado este

porcentaje , en situaciones de demanda de hierro.

Los mecanismos de liberacidén hepatica del metal , segun
BAKER ¢ 6 > , la Apotransferrina es efectiva para movilizar lcs
depésitos de hierro de los hepatocitos aislados , que los
quelantes exogenos , con lo cual sugiere la liberacién del metal

por mediacién de los receptores de Transferrina .
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El vaciamiento de los depésitos hepaticos de hierro ,
se inicia a partir del pool quelable de bajo peso molecular

posteriormente de la Ferritina .

La contribucién del hepatocito a 1l1la Transferrina
plasmatica es doble , recuperandose por un lado esta glicoproteina
por externalizacién , una vez cedido el hierro que portaba ; por
otra parte los polirribosomas libres del reticulo endoplasmatico

rugoso ¢ R.E.R.) la sintetizan de forma activa

7. ABSORCION Y EXCRECION DE HIERRO :

7.1 ABSORCION :

Una dieta occidental contiene de 10 a 20 mg. de
hierro ¢ 7 mg ~ 1.000 cal. > absorbiendose 1 mg
La cantidad absorbida depende de :

ad Dieta

b) Contenido corporal de hierro , existiendo una
relacién inversa entre absorcidén y cantidad de hierro medular , o
niveles de Ferritina sérica .

c) Eritropdyesis . en los animales
La composicién de la dieta apenas afecta a la absorcidn
del hierro hémico , para lo cual el organismo humano se encuentra

bien dotado genéticamente , debido a la existencia de receptores

especificos en membrana luminal del enterocito .
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El hierro no hémico es absorbido con dificultad ¢ quiza
captado por el complejo apotransferrina - receptor ) . ejercen un
efecto inhibitorio sobre su disponibilidad , multitud de ligandos
tales como : Carbonatos , Oxalatos ., Fosfatos , Fitatos , Pectina
salvado y Tanatos del Te indio .

Su absorcién estid favorecida por la Vitamina C , por su
poder reductor como por su capacidad de unirse equimclecularmente

al hierro .

El 4cido clorhidrico ¢ HCl ) gastrico favorece la
absorcién del hierro hémico , porque proporciona un pH bajo
evitando la formacién de complejos polimericos de hierro.

SKINE € 129 D> Comprobé que la absorcién del hierro No--
Hémico de la dieta se reducia en los tratamientos con Cimetidina y

alcalinos

7.2. EXCRECION :

En un varén adulto , las pérdidas de hierro diarias
ascienden de 0.9 a 1 mg . Procedente en su mayoria del tracto
Gastrointestinal , partiendo de hemorragias minimas procedentes de

individuos normales (¢ 0.45 mg ) asi como del metal excretado por
bilis . © por descamacién célular ¢ 0.15 mg 2
La eliminacién a traves de la piel , oscila entre 0.2

y 0.3 mg , por orina es de 0.1 mg .
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8. METABOLISMO DEL HIERRO EN DUODENO

El metal es absorbido a nivel de Duocdenoc y Yeyuno .
Una vez en el interior del enterocito ., el hierro pasa a formar
parte de un pool l4bil de hierro-transferrina y de alli tiene tres

puntos de destino :

1) Mitocondria
20 Transferido a la circulacién portal
considerando la fraccién de hierro absorbido

con rapidez.

3D Almacenado en forma de Ferritina . De este
depésito pasa al macrofago de la lamina propia
en forma de ferritina o de hierro-transferrina ;
ésta Gltima seria la responsable de la fraccién
de hierro de absorcioén rapida pasandoc<es
facilidad a la circulacién portal
El hierro retenido en el macrofago es en forma
de Ferritina-Hemosiderina ingresando mas
lentamente en la circulacién portal -]
transferido a las células calciformes para su

excrecién intestinal

8.1. REGULACION DE LA ABSORCION INTESTINAL

Existen multitud de hipotésis humorales y locales

para tratar de explicar el mecinismo control de absorcidén .
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Actualmente se puede considerar por las variaciones
cuantitativas de la Transferrina de Muccsa . C 123 D

Segun REFSUM Y SCHREINER (¢ 116 O las células
cripticas intestinales ¢ no absortivas D reciben el hierro
enddégeno por endocitosis del complejo receptor-transferrina
tras liberar el hierro , la apotransferrina con su receptor
son externalizados hacia la superficie luminal , una vez alcanzada
la posicién absortiva de la vellosidad intestinal por el
enterocito , la apotransferrina se encuentra disponible para
captar el hierro de la dieta .

En situaciones deficitarias de hierro , la
transferrina plasmitica se encuentra poco saturada ., por lo tanto
mas moléculas de transferrina ondégcna" seran endocitadas para
aportar a la ceélula criptica la cantidad de hierro necesaria ;
incorporando la citada célula mayor dotacidén de apotransferrina ,
cuando se encuentre en posicidén absortiva , captara mayor canticad
de hierro en la dieta .

Para REFSUM y SCHREINER C 118 > , la saturacioén de
transferrina plasmiatica determina , la cuantia de absorcidn
intestinal de hierro .

Los niveles de ferritina sérica regulan el

comportamiento de los macrofagos de la muccsa intestinal
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Enterocitos

Célla Criptica
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Intercambio externo del hierro a nivel del epitelio intestinal



0. =FUNCION BIOLOGICA DE LA METALOTIONEINA 13

Proteinas constituidas por azufre y metales , de
particular interés, en distintos aspectos bioclégicos.( 88 , 863 ,
853 >

Dichas son las unicas provistas de Cd , como
constituyente opcional de la Metalotioneina , asi como Cu y 2n. (
70 . 71 >

Se sospecha intervienen en el mecinismoc de
detoxificacidén , de metales TRAZA , tanto esenciales como no
esenciales .

Su aspecto Fisiclégico en mamiféros , segin parece , se
centra en la Homeostasis de Cu y 2n . dado que facilita

estos iones metalicos ., en cascs de necesidad para la sintésis

de componentes ceélulares Metal-Dependientes , como metaloenzima
4cidos nucléicos , estructuras supramoleculares , secuestrandcles
de forma Quimica Inocua , en casc de exceder de la

concentracién Critica Intracelular. C 24 O
La Z2n-Metaloticneina puede transferir Zn a apoenzimas ,
"in vitro", en condiciones determinadas. ¢ 14 D
El grupo de Winge , estudio "in vitre®”, la reactivacién
de apoenzimas ,utilizando Cu-Metalotiocneina ,asi como ctras
Metaloticneinas . Por mediacién de Cu-Metaloticneina ., se observd
v transferencia de Cu a la Anhidrasa Carbénica .

Existen 2 posibles Mecanismos para la transferencia de

Cu ¥y Zn , desde Metalotiocneina a apoenzimas C 47 O

Mecanismo I 3

C Cu, Zn D-Mt-———--- >2ZnC2+d libre(———---- Holoenziras

29 Apoenzimas



Mecanismo II 3
C Cu, 2n )“‘i:“) Holoenzimas

Apoenzimas

Los metales pesados , componentes minoritarios de la Biosfera
son :
Cu, Cd, Z2n , Ag , Hg , Au , Ni y Co .

Cu y 2n , son oligoélementos esenciales en las diversas formas
de vida , participando en variadas reacciones Enzimaticas,
resultando téxicos , al presentarse en proporciones inadecuadamente
elevadas. ¢ 2 D

Algunos iénes mencionados , tales como ¢ Cd , Au , Ag , Hg >
se desconoce su funcién esencial , presentes en cantidades pequefas

y variables , siendo potentes toxinas.

Los conocimientos , sobre la utilizaciéon , de estos
metales por los seres vivos , son exiguos.

No han sido identificadas , moleculas involucradas en
el transporte a traves de membrana ; el ién ligando inicial ,

activa metaloenzimas o controla el estado de valencia .

Actualmente ., la Unica molécula con un clarificado
papel ., en el metabolismo intracelular de metales , es la
Metalotioneina. C 53 )

La capacidad de activacidén génica , de metales de
transicién y post-transicidén , para inducir la sintésis de
Metalotioneina , sugiere parcialmente , una respuesta rapida
de un eficiente mecanismo de Retrocalimentacién Biolégica .,
supervisando , la concentracién intracelular de idnes

metidlicos , quimicamente reactivos . C 104 , 137 , 28 D

No obstante , la induccién de Metalotioneina es eficiente
por
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. Hormonas Glucocorticéides. ¢ 37 D

. Stress Fisiolégico. C 89 , 130 D

Interferén. C 45 O

Endotoxinas Bacterianas. ¢ 28 )

Agentes Alquilantes. C 28 D

Interleucina I. C 72 O

Nos inclinan a pensar , que estas proteinas , pueden intervenir
en procesos Fisiolégicos , aun desconocidos .

En 1.981 , Labadie mostro mayor cantidad de Cu-Metalotioneina ,
en cultivos de Fibroblastos . en la piel de pacientes con enfermedad
de Menkes , que en cultivos procedentes de sujetos normales .

Permanece en suspense , si las cantidades de Metalotioneina
incrementadas son la primera carencia , en la citada enfermedad , o
en consecuencia son secundarias en el metabolismo anormal , o
transporte del Cu. C 79 D

Recientemente . se han encontrado , ciertas similitudes
entre los genes que codifican la Metalotioneina y la Somatostatina .
C 84 D

De tal modo , se ha demostrado la flexibilidad , en los
requisitos estructurales de la Metalotioneina , como funciédn
detoxificante del Cu , asi como la Metalotioneina procedente
de Levaduras ., con efecto detoxificante en ciertas condiciones
C 33 )

10. - COMPLEJOS DE HIERRO " IN VITRO ™ :

En 1.874 , Spiro y Saltman , postularén 2 estados de oxddacién

de iénes hierro en solucién acucsa :
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FeCHOD C 20 y
2 a

Fe ¢ HO)D C »ed
2 ]

Complejo octaédrico hidrolizado , polimerizable a valores
de pH fisiolégico C 7 D
Cuando las moléculas de agua son reemplazadas por otros ligandos ,
se ocriginan complejos estables .
Los complejos de Fe(III) alojan ligandos tales como , oxigeno ,
citratos , fosfatos , fencles o carbohidratos .
A su vez el Fe(II) selecciona , nitrogeno o nitrogeno con oxigeno .
El potencial necesario para reducir el FeCIII) a FeCII)> en
liquidos bioclégicos y plasma , varia desde 770 mv a 360 ,
dependiendo de los iénes metdlicos
Favoreciendo la lipofilia los metales préximos y la estereoquimica
de grupos coordinados , transformandose en macromoléculas ,

ocasionando variaciones de potencial Redox superiores a 1 voltio .

Son estables en condiciones acidas ; la pérdida de protones
de las moléculas coordinadas de agua , limita los atomos de oxigeno

intercambiados por los iénes metilicos

FeCIII> comiunmente presenta dimerizacién , originando

especies tales como :

< C L FeCOHD> y
2

¢ CLEFeCOHD)Y)>
2 2

Las polimerizaciones mas frecuentes surgen entre Fe(IIID
y especies Hidroxido originando estructuras polinucleares

cerradas .
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Dificultades de mantenimiento en solucién acuosa ., de
complejos férricos de bajo peso molécular . ha sido subsanada
parcialmente por la funcién de la Ferritina . en especies de
células reservorio .

Se suprime la Hidroxipolimerizacién , cuando los ligandes
ocupan las posiciones de coordinacién , con otro ién Hierro ,
presentandose complejos monondGcleares a pH fisiolégico .

Dichas especies , esti&n constituidas por agentes
quelantes polidentados , facilitados por microorganismos .

SeglGn Perrin , 1.984 . el aumento total de metal o ligando
existente , impone un limite en la formaciédn del complejo . Si
un componente varia , se altera la eficacia de su coordinacidn
C con las correspondientes implicaciones sitio—efecto )

Perrin en 1.970 , un ligando puede ser descrito como , una
base blanda , si el Atomo donador posee ba;)'n electronegatividad ,
siendo facilmente oxidado , porque los electrones . procedentes de
los érbitales de valencia se cedén ligeramente .

Una base dura . dona un atomo de baja peclarizabilidad ,
resistente a la cxidacién , dotado de elevaca
electronegatividad ., previsto de orbitales vacics de alta
energia .

Similarmente , un ién metidlico es catalogado como &acids
blando , cuando la densicdad de carga es baja ; de gran tamafo
excitando con facilidad otrcs electrones .

Un ién metdlico es considerado como icido duro , cuando
esta cargado positivamente ; es pequefio y no se excita por
otros electrones .

Lcs més estables son los originades por un 4cido duroc y

uria base blanda , © un &4cido blando y una “ase dura .

La aplicacion del concepto HSAB a complejos de hierro .
racionaliza , algunas propiedades observacas . Donde el
Fe(lildes duro , Fe(lI) en cambio no . Esto es debido a , la
fuerte afinidad del hierro en su mis alto estado de

cxidacién , con oxigeno como donador
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El mis elevado estado de oxidacién , puede ser preferente en
acuosos , en contraposicién a no acuosos . Un cambio a pH

superior puede ocasionar , efecto similar.

La estabilidad conferida a complejos de FeCllI) sobre los de
FeCll) e idnes metdlicos divalentes de transicién , resulta de
incrementar la carga adicional relativa a ligandos duros .

Los complejos estables de Fe(llIY , comparado con un 1
rango de metales de transicidén . en la secuencia de Irving-
-Williams ¢ Mn < Fe < Co < Na < Cu > 2Zn ) se encuentra

incrementada con ligandos blandos .

En general , reemplazamientos de moléculas de agua .
limita los iénes de Fe . por agentes complejantes , previendo
un equilibrio competitivo . Implicitamente . el solvente ocupa
sitios no coordinados por otros ligandos , pudiendose

expresar

Fe + L-—> Fe L

(=

Otro equilibrio caracteristico , por una constante de
estabilidad ? .,se refleja , uniendose acidamente el ligando sobre

las moléculas de solvente :

< ML >
/1= -
< M> CL>
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En presencia , de dos o mas agentes quelantes , se establece
otro equilibrio competitivo , pudiendo resultar en coexdstencia la
variedad de complejos , particularmente ,especies ternarias .,
envolviendo 2 especies diferentes de ligandos . Es importante
resaltar , la calidad del complejo formado, esta en funcién de las
concentraciones absoluta y relativa .

Otro factor digno de mencidén es el pl_:l . A pH alto , en
presencia de idnes hidroxi . se favorece la hidrélisis del ion
metal .

10.1 - COMPLEJOS DE HIERRO " IN VIVO * :

El papel Bioquimice del Hierro , se ha manifestado en la
activicad de sus metaloproteinas . Estan involucradas en el
transporte de cxigeno y almacenaje , con el corresponciente
intercambic electrénico .

En 1.977 May et al . Establecierdn la siguiente clasificacioén
de complejes bioclégicos , atencdiendo a el peso molecular y
labilidad .
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Inercia y Labilidad de Proteinas “In Vivo"

Inerte y 7 o Labil y
Termodinamicamente Termodinamicamente
No - Reversidble : Reversible :

Fe Bajo rp. Mol
Hemoglobina Trans—>Fe(g)com. —>

—> < Fe C H20 > ; -

Mioglobina €
CFerritind)

Cu
Ceruloplasmina Suero—> CuC2) com, =

—> < CuCHOD> > -

2 2
C Metalotioninad Al bdimi na
Zn
a macroglobina Suerc —>2ZnC11dcom. —>
2 2

—=> < 2n C HOD >

2 s 2
C Metalotioneinad Albumina
Zn Ba jo P.Mol.
o  macroglo- Suero —>ZnC 1 com. ——=>
2
bulina ———>»< 2Z2n C H O D
2 -3
( Metalotioneina ) Albumina
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Las metaloproteinas , son complejos libiles ., de bajo
peso molecular , iénes acuo metsélicos .

Otro tipo de complejos . se presenta , cuando el metal es
inerte © no reversible , encontrandose unido a la proteina , ne
pudiendose movilizar , salvo en el caso de producirse fractura
estructural .

Las citadas , actuan de reservorios para elementocs de
transicién , estableciendo un equilibric en aquellos complejos
de metal l4abil .

Los elementos de transicién . como idénes metalicos
acucsos , deben estar presentes ., a concentracién baja ; por

razones termodinsmicas , para poder intervenir en procesos
blolégices .

SegGn May et al. en 1.678 , FelIId y MnCIId> , forman
complejos de bajo peso molecular , disponiendo de la cinética
adecuada , para atravesar membranas biolégicas .

Transferrina se une a células de membrana facilitando ,
su entrada en los reticulocitos por endocitosis .

La funcién de la Ferritina ., puede ser comparada con
Metalotioneina , por presentar tendencia a comportarse como
reservorio ; con‘ otros §1-mtos pesados . a concentraciones
buffer . .

En 1.977 , Jacobs postulé , el hierro como ligando de
proteinas , de bajo peso molecular . Involucrado en el
transporte de membrana a mitocondria , para la sintésis y
almacenaje de Notaloproi.oim .

Pudiendo actuar como intermediario , ligando macromcleculas
especificas .



Segun Jacobs en 1.977 , existe un equilibrio desplazado ,
entre la fraccién de bajo peso molecular y C a ) Transferrina

o agentes quelando células superficiales

Lipschitz et al. En 1.971 , y ( b ) Ferritina dentro de
células .Esto probablemente se debe ., a equilibrio redox , entre
compuestos de Fe(lld y Fe(lIII) , en respuesta a cambios de
potencial en el medio .

11.-METABOLISMO DEL HIERRO EN COMPLEJOS

DE BAJO PESO MOLECULAR :

11.1 - HIERRO DE BAJO PESO MOLECULAR EN LIQUIDOS BIOLOGICOS :

Las propiedades patentes , ligando metal de macromoléculas , en
liquidos bioldégicos , acoplado a una baja concentracién total de ‘
idénes metalicos de transicidén ; "in vivo"” , corigina limitados
complejos de las citadas caracteristicas . Sin embargo , estas
concentraciones son relativamente mas elevadas , respecto las
correspondientes a los complejos de bajo pesc molecular , de idnes

metdlicos acuosos .

En equilibrio con el oxigenc atmosférico , el FeClID
puede participar en estructuras de proteinas , siendo estable

en la configuracién de alto spin .

En plasma , bajo condiciones de equilibrio , se produce
complejos de hierro , con ligandos de bajo peso molecular en
estado de oxidacién ¢ + 3 D ; porque hay concentraciones
equivalentes de Fe acuoso , siendo relativamente bajos los

efectos del potencial Redox .
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11. 2 - COMPLEJOS DE BAJO PESO MOLECULAR EN TRANSPORTE

Albert en 1.973 , postulé : La elevacién de metales desde el
tracto gastrointestinal y su correspondiente distribucién en los
compartimientos organicos , dependiendo fundamentalmente , de la
facilidad con que atraviesan las membranas bioclégicas .

Proteinas ligando en el interior de la célula , pueden
contribuir a elevar la red del metal . Obteniendose como resultado
sintesis de metaloproteina con interacciones de proteina labil . De
este modo , el transporte puede ser alterado , a consecuencia de la
inhibicién en sintésis proteica , por un metabdlito venosc y por
privacién de la energia metabdlica .

La complejacién del ién metalico puede ser pasiva , en contra
de gradiente de concentracién , especifico de aquellos icnes
dependientes del potencial Redox .

May et al. en 1.978 , sugirierén mecanismos de transporte
activo , para iénes metalicos de transicién , debido a , restos

inequiveocamente establecidos .

Las membranas semipermeables , carecen de actividad en el
transporte de metales de transicion .
La distribucién de estos metales en los diferentes compartimientos
impone condiciones respecto a la lipofilia de los complejos de
bajo peso molecular , formados en distintos liquidos biolégicos ,
no limitando la proteina ni los i4nes libres, pudiendo penetrar en
las membranas directamente .

Hay evidencia ., de complejos lipofilos de FeCIII) atravesando
bicmembranas , con la misma ruta de otros complejos metalicos .
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Charley et al. en 1.9683 ; David and Deller en 1.967 ; Bates et
al. en 1.972 afirmardn que la absorcién de Hierro oral , esta
favorecida por Fructosa .

Brown et al. en 1.978 , también esti favorecida por
acetohidroxamato .

May et al en 1.978 , en ambos casos la transferencia ,esta
incrementada a través del epitelio , en funcién del complejo neutro

predominante en el liquideo intersticial

Segun hechos experimentales , la distribucién de hierro en el
organismo , asi como su correspondiente excrecidédn , después de
administraccion intravenosa de quelatos férricos ,esta determinada

por los complejos lipofilicos .

Princiotto et al. en 1.964 ; Rubin et al. en 1.970 , vieron en
especies no polares , su retenciédn por Higado , siendo excretadas
por Bilis , quedando los complejos retenidos en espacio

extracelular , hasta ser filtrados por Riffén en orina .

Se ha sugerido que el Fe(lI) , en procesos metabdlicos ,
envuelve de forma rapida a la cé¢lula , desprendiendose

lentamente en la superficie

El hierro inicialmente sufre un transporte pasivo y
bidireccicnal , dependiente de escasa energia , invertida en

su retenciédn a nivel mucosal
Brown , Justus , Pearson , Reich , Smith , demostrarén la
quelacién del hierro , en Mucosa se produce unidireccionalmente ,

por difusién pasiva .

May et al. Vierén que el Fe(lI) puede ser transportado a

través del epitelio , en complejos de bajo peso molecular
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11.3 - INTERACCION ENTRE TRANSFERRINA , FERRITINA

Y COMPLEJOS DE BAJO PESO MOLECULAR :

El hierro , reversiblemente estid limitado a transferrina ,
pudiendo ser removido fuertemente por agentes . siendo quelade

en condiciones estrictas .

Warner , Weber , Aasa et al. , Bates et al. . Aisen et
al., manifestarén que la dificultad estriba . en aquellos
pequefios ligandos que pueden penetrar en la matriz proteica ,
como especie ternaria intermedia , uniendose al ién metal mas

que la Transferrina .

Dichos como Citrato y Acido Nitrilotriacetico C( NTA ) se
han utilizado como medio de transferencia , entre el hierro y

moleculas de Transferrina .

Segun Ganzoni et al., esto demuestra que las
concentraciones de complejos de bajo peso molecular , en
equilibrio con hierro y transferrina , ejercen su efecto en el

comportamiento del sistema .

Cavill , Bates y Schlabach , han mostrado que la naturaleza
de complejos de bajo peso molecular , ocurre preferentemente
abasteciendose del hierro proteico . Y los idnes férricos originan
ligandos . que inicialmente ocupan sitios termodinamicamente
débiles .Esto resulta significativo ,dado que el cambio se produce

lentamente .

Considerando , si el efecto se debe a la naturaleza , de
complejos de hierro de bajo peso molecular , © a una interaccién
del anién unido al sitio de transferrina ; se acepta una
distribucién al azar del hierro .
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La relacién entre Ferritina y complejos de hierro de bajo pesc
molecular , ha estado sujeto a controversia . No obstante . parece
claro , la sintesis de Ferritina inducida , por un aumento de
labilidad , en el pool intracelular del hierro , compensado por
complejos de bajoc peso molecular

Este pool puede ser alterado por agentes extracelulares , se
asume que pueden derivar del hiero de Ferritina en determinadas

condiciones fisioclégicas .

Crichton . sugiere que el sistema macromolecular ,
contradice el principio de CHATELIER'S , donde el hierro mas

saturado procede de Ferritina .

Munro y Linder , proponen la posibilidad de alcanzar el
equilibrio aparentemente , en procesocs de sintesis de Ferritina .,
formacién de Hemosiderina , unién labil de metal , desprendiendo el

correspondiente hierro en el citoplasma celular

12. - FACTORES QUE REGULAN EL METABOLISMO

DEL HIERRO :

La manera de controlar el metabolismo del hierro , ha
sido el punto focal desde la revisién de McCance y Widdowson ,
concluyendo . la capacidad limitada del organismo para
excretar dicho metal . Desde un punto de vista quimico , la

influencia de tal regulacidén es en condiciones de equilibrio .

Forth y Rummel , propusierén el siguiente diagrama

esquemiatico , de reacciones de cambio de hierro en células
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Limitado a equilibrio y términos cinéticos , evitandose
especies de transporte de hierro , identificandose como
Ferritina , el cambio lento de pool de hierro .

Considerando , el cambio rapido de pool de hierro celular , el
hierro citoplasmico esta limitado por la proteina carrier ,
modificado en funcién del modelo cuantitativo en rapido equilibrio

de bajo peso molecular .

El flujo atribuible , se refiere , al hierro absorbido

del liquido intestinal , o liberado por Hemoglobina .

Smith et al. , sugieren el equilibrio , entre Transferrina
en plasma y pool de hierro rapidamente variable de forma
intracelular ; requiere un feed back lento , cuando circula
Transferrina o por elevacién de hierro , durante el proceso de

formacién de la célula .

Récientemente , se pretende hallar el mecanismo control
de absocién de hierro , probablemente inconclusc , por ser

determinado para cada tipo de etapa

May et al., piensan que algunos factores involucrados en
dicha absorcién , no son determinados por un tipo de procesoc ,

como sucede en el caso referido , a la ceélula mucosal

En situacién de pool de hierro , constituido por fracciones de
alto y bajo peso molecular , revela la degradacidén en condiciones
de saturacién , como determinante de un aumento de hierro ,
eventualmente transferido a plasma . Esto supone un aumento de la
fraccidn de bajo peso molecular . con el consiguiente aumento en la

concentracién .

Forth y Rummel , 1.873 , atribuyen el papel en la
regulacion del metabolismo del hierro , interpretando
el tamaffo y/o la degradacién , de poocl en estado de saturacién
en célula mucosal ; refleja el status del hierro en equilibrio

fisiolégico animal
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Hegenauer et al. en 1.977 , Es dificil evaluar , las
aplicaciones de Transferrina , asi como la unién a ciertos tipos de
células o la posible unién a sitios . no equivalentes a

Transferrina .

Cavill et al. en 1.975 , sugieren un control de absorcioén
del hierro , mediante un equilibrio , entre todos los pools

existentes en el organismo .
Su hipotésis de equilibrio , conecta con absorcién de hierro .,

tipo de turnover plasmatico y el nivel de hierro almacenado en el

organismo .

13. - MODELOS EN PLASMA DE CALCULO SIMILAR AL

HIERRO DE BAJO PESO MOLECULAR :

Alguncs investigadores , rechazan los modelos matematicos , en
la interpretacidn de fenémenos biolégicos , arguyendo la

complejidad de la bioldgia

Se desarrollo un modelo , orientado en el descenso de

complejos de bajo peso molecular , en sangre plasmatica .

May et al.En 1.977 ; May y Willians en 1.877 ; Berthon et
al.En 1.978 . Disefiarén un modelo relacionado con la cinética
del hierro , cuantificando cambio de Hierro en distintos

compartimientos del organismo .

El modelo de sangre plasmaAtica , incluye el FeCIII) , en
una serie de 7 iénes metalicos considerados , remarcando sus
concentraciones "“in vivo" , identificando especies comple)as
predominantes . Aportando sugerencias de su participacién en
procesos fisioclédgicos , indicando la manipulacién del hierro ,

de interés para su balance .
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Transferrina aumenta , ante un limite de hierro plasmatico ,
modificando la concentracién acuosa de Fe(III) , se obtiene la

aparente constante de disociacién de Fe-Transferrina .

Aisen et al. midierdn en 1.978 , la concentracién de
FeClI> , calculada a partir de concentracién de FeCIII) ,
utilizando el potencial Redox en plasma .

Los porcentages son facilitados , respecto a la
concentracién total de ién metal , en ambos estados de oxidacién ,
pués son independientes de los errores experimentales relativos al

ién libre .

Bates et al.; Harries and Aisen , en 1.973 , postulan
autooxidacién de Fe(IID> a FeC(IIID por agentes complejantes

Inversamente , en celulas con hierro de bajo peso molecular
¢ donde el potencial redox , es mas bajo que en plasma O
exclusivamente en estado mas bajo de oxidacidén , asi Fe(lIID puede

ser reducido espontineamente en citoplasma .

14. - DESIGNACION DE AGENTES QUELANTES PARA

TRATAMIENTO DE SOBRECARGA DE HIERRO :

El papel regulador , de elementos TRAZA , en algunos procesos
Bioquimicos . incluye reacciones catalizadas por Metaloenzimas .

alterando la utilizacidén del idn metal "in vivo"

Jackson et al. 1.978 . En casos de envenenamiento por
toxicidad del metal , es manifiesto en quelatos antineoplasicos
Pudiendo ser conveniente . en general para todas las drogas ,
administrar el agente quelante ideal , resistente a la degradacién
metabdlica .
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El factor mis importante , es la naturaleza
multicompartimental de los sistemas fisiolégicos . Realizandose
el trasporte por difusién pasiva .

Segun May and Williams , 1.979.Los requerimientos para la
excrecién urinaria del metal téxico , estan en funcidn de su

importancia :

- Suficiente lipéfilo , para su penetracién en
membranas celulares , alcanzando los lugares de deposicién del
metal pesado .

- Complejo metalico lipofilico , en el

compartimiento organico donde el metal se haya acumulado .

- Complejo hidrofilico en plasma, con el fin de
establecer el gradiente de concentracién necesario, siendo el

metal eliminado en orina y no redistribuido en otros tejidos.

Abocando a TERAPIA SINERGICA DE QUELACION , mediante la
utilizacidédn de dos drogas que actuén colectivamente sobre
el metabolismo del metal, promoviendo su excreciéon . Esto
sucede , cuando un agente moviliza en tejidos al metal ,

mientras los otros se unen en plasma para excrecién urinaria .

15 . - METALOTIONEINA :
Los metales pesados, componentes minoritarios de la
biosfera son :
Zinc, Cobre, Cadmio, Plata, Oro, Niquel y Cobalto.
Participan en gran variedad de reacciones enzimaticas el
Cobre y Zinc , son nutrientes traza . para todas las formas de

vida , resultando téxicas en concentraciones inadecuadas.
La molécula con papel en el metabolismo metalico

intracelular, descrita como pequefia , rica en cisteina ,

proteina metal ligando , conocida por Metalotioneina ¢ Mt D>
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Dicha fué descubierta , como proteina de Cadmio y Zinc en
rifién de caballo C 2,3 O .

Metalotioneina liga a metales pesados , mediante
agrupamientos de enlace tidlico .

Su sintésis esta regulada homeostaticamente , en ceélulas
y organismos expuestos a metales pesados.

La funcién de la Metalotioneina ha sido ampliamente
debatido desde su descubrimiento , asignandosele papel en el
metabolismo o detoxificacién , sugerido por su abilidad a unir
y ser inducida por metales pesados

Otra posible funcién , aun no detectada , es el control de

potencial Redox intracelular

15.1 - NOMENCLATURA :

Por desconocimiento de su funcidén enzimatica ,
Metalotioneinas . se han clasificado segun su caracter estructural
C 4

Las caracteristicas peculiares de Metalotioneina son

- Alto contenido en metales pesados ( tipicamente
4-12 at. mol O
- Elevado contenido de cisteina ¢ 23-33 mol % O

- Bajo peso molecular C inferior a 10.000 .
Los vertebrados , contienen 2 o mas isoformas de
Metalotioneina , agrupandose en dos clases denominadas

Mt-I y Mt-II , de acuerdo con su eluciédn en DEAE-Celulosa

15.2 .- ESTRUCTURA Y UNION A METALES PESADOS :

La estructura de la Metalotioneina , ha sido estudiada
por gran variedad de técnicas Biofisicas y Bioquimicas
incluyendo U.V., Dicroismo Circular , Espectitroscopia Raman ,
Resonancia Magnetica Nuclear , secuencia de Aminoacidos .,
Proteolisis parcial , asi como Cristalografia de Rayos X

Metalotioneina de mamiferos esta constituida por 61 & 62

aminoacidos , conteniendo
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“ 20 cisteinas *

“ 6 -8 lisinas
7 - 10 serinas
“ 1 metionina *

"

carencia de amino&cidos aromaticos e histidina ™.

Los residuocs de Cisteina presentes en Cys - X - Cys
El contenido metalico de Metalotioneina , esta en funcién del
organismo , tejido , asi como de su exposicién a metales
pesados .

Mt~-II, aislada en higado de ratas tratadas , contenian S
Atomos de Cd y 2 de Z2n . C 38 O

También en mamiferos la Mt , puede ligar 7 Atomos de Co ,
Pb y Ni 6 10 - 12 4tomos de Hg y Au . C 41 D

Por Resonancia Magnética Nuclear , se observo para la

Mt , dos agrupamientos diferentes constituyendo :

Agrupamiento A :

- 11 cisteinas ., uniendo 4 Atomos de 2Zn o
Cd, 5 -6 Aatomos de Cu , en el alfa
carboxi terminal , entre los aminocacidos
31 a 61

Agrupamiento B :

- 9 cisteinas , unidas por 4 Atomos de Zn
oCd, o 8 Atomos de Cu , en disposicién
beta amino terminal , entre los
aminoacidos 1 a 30 .

Los iones metalicos estan coordinados tetraedricamente ,
con 4 ligandos tiolicos de cisteina .

El agrupamiento A contiene 4 atomos de Cd unidos por dos
puentes sulfuro terminal . El cuarto atomo de Cd en disposicién
tetraedro distorsionado , o mariposa inserto en dos anillos de
6 atomos .

El agrupamiento B contiene 2 Atomos de Zn y 1 de Cd .

unidos por dos puentes sulfuro terminal , los iones metal
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forman un triangulo equiliatero en un anillo de & atomos ,
adoptando configuracién de silla .

Las distancias metal - metal en ambos agrupamientos asciender
a un rango de 3,8 a 5,2 Amstrom .

Furey et al . Manifestaron que los citados dominios , son
globulares con diametros de 15 a 20 Amstrom , limitados de 30
a 31 residuos elipsoides .

La proteina patrén en los dominios alfa y beta ,
topologicamente es similar

Su cadena polipeptidica da 3 vueltas en espiral alrededor de

los atomos metalicos

15.3 - POSIBLES FUNCIONES EN EUCARIOTES :

Metalotioneina fué descubierta en funcién de su abilidad
para unirse a Cd , elemento no esencial y elevadamente téxico .

De aqui su posible implicacidédn en detoxificacién de este idén

Posteriores descubrimientos , sugieren ML es induccida por 2Zn
y Cu a distintas concentraciones , durante el desarrollo y en
situacién de stress , conduciendo a incrementar el interés de su

posible implicacién , en el metabolismo de metales esenciales .

15.4 - EXISTENCIA DE LUGARES DE UNION A HIERRO :

Mediante estudios Espectroscépicos y Quimicos de estas
proteinas , se ha establecido la presencia de 2 lugares de
unién Metal - Azufre con 3 y 4 iones metilicos , respectivamente
C 102 , 154 > , donde cada ién metalico , se encuentra coordinado
tetraedricamente con 4 ligandos tidlices C 145 , 146 D

Partiendo de la deteccidén de hierro como constituyente
minoritario , de Metalotioneina Renal Equina ¢ 71 > , se ha
considerado la posible intervencién de dicha proteina . en el
metabolismo intracelular del hierro . No obstante , a consecuencia
de sus propiedades “in vitro” , respecto a la unidén de Fe(IId a Mt
libre de metales ( ApoMt D aun en estudio C 78 D
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En condiciones adecuadas , se mostr¢ en higado de conejo
Mt-1 C 48 ) , iones paramagnéticos de Fe(lII) pudiendo originar
complejos , similares a los formados en condiciones normales , con
iones diamagnéticos Cd (IId o Zn CIID

La unién de iocnes FeCIId a ApoMt , fué caracterizado por las
técnicas de Absorcién Elctrénica y Dicroismo Circular

15.5 - ABSORCION ELECTRONICA :

Siete equivalentes de Fe(II) unidos , incrementan la
absorbancia en el Ultra Violeta e Infra Rojo cercano ; los
niveles orientan sobre la forma saturada de Fe(IID7 - Mt

Su coordinacién es tetraédrica . similar a CoCIId .C 146D

En la regién de Infra Rojo cercano , se obtienen resultados
semejantes , para compuestos inorganicos mononucleares ( S , 81,
23 , 50 > , modelos péptidicos C 140bis 2

La absorcién en el campo de ligandos referente a Fe(IID-
~Mt es atribuido a la transicién :

En el campo tetraédrico correspondiente a la transicién

electrdnica :

15.6 - DICROISMO MAGNETICO CIRCULAR :

Se observaron perfiles similares , a los correspondientes
complejos mononucleares tetraédricos . tetratiolato-Fe en
Rubredoxinas y Desulforedoxdna, correspondientes a las especies D
gigas y C. pasterianum . ¢ 31 , 67 >

Dichos resultados ¢ 73 > , asi como , los estudios con Zn
CII> , Co (CII> y Cd (II> aplicados a 1la metalotioneina ,
comprueban la repercusién de esta proteina , respecto del sitio de

unién a metales , en la disposicién de la misma . C 146 D
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15.7 - BIOSINTESIS DE LA METALOTIONEINA Y SU REGULACION :

Karin et al. en 1.8984 ¢ 73 ) asignaron la regién del
promotor de Mt- 2A humana hacia el nucledtido 250 , uniendose al
receptor de Glucocorticoides , requisito necesario para la

regulacién del gen mediante el glucocorticoide Dexametasona .

La regulaciédn transcripcional de Mt-2A humana por el
interferon alfa , posiblemente se verifica por la secuencia analoga
a los correspondientes locus antigénicos HLA-A3 y HLA-DR ,
histocompatibles regulado por el interferén. ( 45 O

Actualmente C 125 ) se propone un modelo explicativo de
regulacién de promotores de Metalotioneina a través de metales

pesados

Se obtiene la maxima biosintésis , entre las 4 y 10 horas
de la administracién de iénes metalicos Z2n o Cd ¢ 131 , 114 , 19,
1e8 , 132 , 80, 4 , 139 D

Asi como , el aumento de concentracidén de

Metalotioneina ., en funcién de la dosis del metal administrado .

¢ 106 , 108 , 114 , 120 D
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Brady en 1.982 ( 14 O sugiere la induccién de

Metalotioneina , a partir de hormonas o metales como sigue :

- Exposicioén de la célula a glucocorticoides o
metales

~ Induccién de sintesis de RNAm de Tioneina, en 4
horas, resultando sensible para Actinomicina

- Estimulos de sintesis de Metalotioneina,
observables de 2 a 4 horas

- Elevado nivel acumulado de Metalotioneina de 18
a 24 horas

- Una vez separado el inductor , disminuyen los
niveles de Tioneina .

- Se alcanzan niveles basales , de 48 a 72 horas

15.8 - DEGRADACION Y EXCRECION DE METALOTIONEINA :

Brady et al. 1.978 C 15 D obtuvierén una vida media para
Zn-Mt de 10 horas , inducidas por Sulfatoc de Zinc

Por otra parte , Andersen et al. ¢ 4 > , disponen de 20 a 3C
horas para el turnover de S 35-Cisteina , asi como un turnover de 4
a 5 horas para Hg 203 , unido "IN VIVO" a Zn-Mt

Estas diferencias son debidas , parcialmente , a la
utilizacidén de distintos modelos experimentales , pcsiblemente la
vida media de esta Mt puede variar , en funcién del contenido

metailico ( relaciéon Cd ~ 2Zn D> C 98 O
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La vida media de Cu-Mt , por administracién Intravencsa .,

suele ser de minutos C 16 > , en cambio el Cu unido a Albumina ,
supera 10 minutos , la Ceruloplasmina , suele ser de 13 horas
¢ 90 >

El flujo de Cobre , donde la Metalotioneina podria tener

elevada significacién biolégica, comprobandose la vida media de la
proteina endogéna en plasma, resulta igualmente baja a la Cu-Mt

administrada por via parenteral.

En ratas con sobrecarga de Cobre , la excrecién biliar de
Mt-1 aumenta , en relacién al contenido de Mt-1 hepatico .
Pero el rango de excrecién suele ser de 0.4 microgramos de Mt-1
h , después de 4 semanas . Equivalente al 1-2 % del turnover de
Isopresina hepatica. Segun comprobacién en ratas previamente
inyectadas con sales de cobre , ( 122 ) presentandose componentes

Inmunoreactivos en bilis

En ratas saturadas de cobre , se obtuvierdn concentraciones
elevadas cde Mt-1 en orina . Poniendo de manifiesto , los productos

degradados de Mt-1 , son excretados por orina . ¢ 16 D

Chang et al. C 20 D pusierdn de manifiesto la existencia de
fragmentos de Metalotioneina , en la orina de ratas expuestas a
Cd , puesto que la Metalotioneina se resiste a la hidrélisis , "IN
VITRO", con enzimas liscsomales. C 81 O

Estudios llevados a cabo con Cisteina marcada con S-35 ,
manifestd la induccidn de Metalotioneina con 2n, Au y Cd ,
obteniendose las respectivas vidas medias de : 10, 0.75 y 24 horas
Tales diferencias , son debidas a la estructura terciaria del

cemplejo metal-Metalotioneina. ¢ 83 D
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Lauwerys sefiala , un aumento de Metalotioneina urinaria , en
aquellos trabajadores que se encuentran expuestos a Cd , careciendo

de relacién con el dafio renal ocasionado .

La Metalotioneina se considera indicador Bioquimico , a

nivel dosificador , aunque se desconoce su utilizacidén . ¢ 82 D
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1.INDUCCION DE ANEMIA FERROPENICA EN RATAS

1.1 - Animales :

- =

Se utilizardén 30 ratas macho , de raza SRAGUE-DAWER , con
un peso aproximado de 250 + 10 gramos. Repartidas en dos
grupos
Uno Control constituido por 10 animales y el grupo de estudio ,

compuesto por 20 ratas.

1.2 - alimentacidén :

-

El grupo Control se alimenté con piensos Standard , cuyo
contenido en Hierro fué de 140 mg ~ Kg y administracidén de agua "
* Ad Libitum *

El grupo de animales destinados a provocarles Anemia
Ferropénica , se les alimentd con una dieta deficiente en Hierro ,

preparada en nuestro laboratorio, segun se resefia a continuacidén



1.3 - PREPARACION Y COMPOSICION DE LA DIETA DEFICIENTE EN

Almidén ---—--—==-- 1.000 g
Sacarosa~—~=—==---= 251 g.
Celulosa~--------—=- 300 g.
Aceite de Oliva--—-- 234.37 g.
Mezcla Vitaminica-- 47 g.
Mezcla Mineral ----- 234.37 g
Caseina ——==—w=-v—--- 459. 37 g.
Metionina --—------- 9.37 g.

Mezcla Mineral :

Cloruro Sé&dico ~--- 32.64 g.

Yoduro Potasico --- 0.18 g.

Fosfato Monopotasico 91.17 g.

Sulfato Magnésico Anhidro 13.42 g.
Carbonato Calcico -- 89.39 g.

Sulfato Manganico hidratade - 0.93 g.
Sulfato de Zinc Hepta Hidratado 0.12 g.
Sulfato de Cobre Penta Hidratado 0.11 g.
Cloruro de Cobalto Sexta Hidratado 0.53 g.



Mezcla Vitaminica 3

Vitamina A -----—---- 32.225 mg
Vitamina D ——-——----—- 16 mg
Vitamina E —===-~---- 46.87 mg.
Menadiona =—-==—==—=== 23.43 mg.
Colina ——=—==————emmm 74 mg
P-Amino Benzoicé —-——— 47 mg
Inositol ——————mmm——e 47 mg
Niacina -—=——-meceremo 10.8 mg

Tiamina Clorhidrica - 2.34 mg.
Piridoxina Clorhidrica 23.4 mg.

Ac. Félico —==—=-=meees 9. 37 mg.
Biotina --~———----==-- 1.87 mg.
Vitamina B 12 -—-—=----- 0.14 mg.

Los citados componentes finamente pulverizados, se
homoger.i zarén con un mez2clador mecanico, depdsitandose en jaulas

metabdlicas y agua destilada *Ad Libitum *.

1.4 - Extracciones :

Dichas ratas fuerén sometidas a extracciones de 4

c.c. de sangre ,en consonancia con la eveclucidn del estado

anémico .
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Se llevarén a cabo , anestesiando a los animales
ayudados de Eter Etilico , mediante "Puncién Cardiaca®™.

»

Determinandose de este modo . los parametros Bioquimicos

encaminados a supervisar el estado anémico

1.5 - ESTANDARIZACION DEL TRANSTORNO ANEMICO :

La determinacién de parametros Bioquimicos » para
super visar el estado anémico , mediante extracciones de sangre .se
verificé atendiendo a los grupos control e inductor de anemia

hipocrémica ; concretandose en las siguientes determinaciones

1.5.1 - Hematocrito :

En sangre total , de acuerdo con la técnica de WINTROBE
C 155 >.
Para ello utilizamos el micrométodo de Wintrobe C 155 D
La muestra problema . consistié en sangre total, dispuesta en
tubos capilares heparinizados previamente , de 7 cm. de longitud y
imm de diametro . Sometiendose a centrifugacién de 11.000 r.p.m.
por espacio de 8 minutos

Siendo el modelo de centrifuga utilizado Sigma 101 M , provisto de

rotor especifico para tubos de Hematocrito . Determinandose acto
seguido , la relacién entre el volumen de eritrocito y sangre
total
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1.5.2 - Hemoglobina 3

En sangre total, segun la técnica de VAN KAMPER vy
ZIJILSTRU. C 381 >

1.5.2.1. - Fundamento :

Diluyendo la sangre en disolucién de Cianurc y
Ferricianurc Potasico , la Hemoglobina sufre oxidacién
transformandose en Metahemoglobina , transformandose a su vez en
* Cianmetahemoglobina " estable .

La formacién de color se determina Espectrofotometricamente ,
mediante el Espectrofotémetro U.V.- Visible modelc " Unicam SP
1.800 "

La muestra problema , consistio . en sangre total heparinizada .

1.5.2.2- Reactivo de Trabajo :

Solucién ™ Drakin " diluida , preparada como sigue :

Bicarbonato Sédico : 1 g.

Ferricianuro Potasico : 200 mg.
. Cianuro Potasico : S0 mg.

Agua Destilada : 1.000 ml.

La disolucién se coloca en frasco , color topacio
conservandocse en la oscuridad , permaneciendo estable por un

periodo de 1 mes .
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1.5.2.3. - TECNICA :

En una serie de tubos de ensayo , se pipetean los
componentes siguientes :

Blanco Problema Contrel
Disolucién Drakin
diluida 5.0 ml S.0 ml 5.0 ml
Sangre Heparinizada 0.02 ml
Disclucién Control
de Hemoglobina 0.02 ml

Se mezclan los tubos de ensayo por inversién , obteniendose
la lectura de la correspondiente Densidad Optica , a partir de 3
minutos , a una longitud de onda de 540 nm.

Una vez ajustado el aparato a cero con el Blanco .

Los calculos para los tubos problemas , se efectuan de

acuerdo con la relacidn :

D.O. problema

- % 75 g. Hb » 100 ml = 100 ml del
D.O. control problema

Esta relacién permanece lineal, hasta 20 g Hb ~» 100 ml
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1.5.3 -~ DETERMINACION DE HIERRO EN SUERO @

Segan la Técnica de LAUBER ¢ 80 D

1.5.3.1. - Fundamento :

El Hierro transportado por la Transferrina Sérica ,se
disocia en medio ligeramente &cido , reduciendose con Ditionito .

El catién Fe (II) en presencia de Batrofenantrolina
disulfonada , origina un complejo coloreado , de intensidad
proporcional a la concentracién de hierro presente en la muestra

de ensayo .

La determinacién se verifica en Suero heparinizade

exento de hemolisis

En tubos de ensayo se pipetea como sigue :
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Blanco Problema Control

Agua 0.5 ml

Suero Problema 0.5 ml

Disolucién Control

de hierro

100 ug ~ 100 ml 0.5 ml
Disolucién Reductora 1.5 ml 1.5 ml 1. ml

Se mezclan los tubos por inversién . Con el tubo blanco

se ajusta a cero , en el Espectrofotémetro U.V.-Visible , modelo
“Unicam SP 1.800", procediendo a efectuar las lecturas de las
correspondientes Densidades Opticas , de los respectivos tubos

Contreol y Problema a la longitud de onda de 30 nm. ¢ D.O. >

Acto seguido , se affade en cada tubo 2 gotas de
Batrofenantrolina Disulfonada ¢ 17 mM 3 . Volvemos a mezclar los
tubos, procediendo a determinar las Absorbancias de los tubos
Control y Problema ; a la longitud de onda anteriormente citada .

previo reajuste a cero del aparato con el blanco

Considerando la permanencia estable de color , por espacio

de 60 minutos . ¢ D.O.2 D
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Los calculos se verifican atendiendo a la siguiente
relacién :

¢ D.O.2 - D.O.1 D

3 100 ug 7~ 100 ml = ug - 100 ml
¢ D.O.2 - D.O.2 D del problema

La expresién de los resultados en umol ~/ 1., se
multiplica los ug ~ 100 ml por el factor de conversién 0.179

El material dedicado a dicha determinacién , ha de estar
exento de hierro , para ello se sumerge en Cl H diluido ¢ 20 %
V 7 VD) por espacio de 6 horas , a continuacién debe enjuagarse con
repetidos cambios de agua destilada .

Los Sueros lipémicos , inicialmente propercionan
falsamente , elevadas extinciones , por ello se recomienda esperar
unos 15 minutos , con el fin de facilitar la accién dtergente de la

disolucién reductora , antes de continuar el protocolo .

Los sueros hemolizados , pueden liberar hierro del
complejo hemoglobinico .
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1.5.4. - DETERMINACION DE LA CAPACIDAD TOTAL Y

LIBRE DE FIJACION DE FIJACION DE HIERRO

Segun la técnica de LAUBER ¢ 80 )

1.5.4.1. - Fundamento :

La Transferrina Sérica , se satura con Fe (IIId> , el
exceso precipita con Carbonato Magnésico ., procediendo acto

seguido , a determinar la cantidad existente de Hierro.

La diferencia entre la capacidad de Fi jacién Total de
Hierro ¢ CFT > y el Hierro Sérico Inicial ¢ HS D> , indica la
capacidad de Fijacién Libre o Residual ¢ CFL D

1.5.4.2. -~ Técnica

La muestra problema ., constituida por Suero Heparinizado,

exento de Hemolisis

El reactivo reductor , consiste en disolucidén de
Ditionito Sédico al 40 % en tampdn Acetato 130 mM , pH = 5.8.
Dicha es estable 8 horas a temperatura ambiente , en nevera

permanece inalterable durante 5 dias.

Procedemos como sigue
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En tubos de

ensayo ponemos

Agua destilada
Suero

Cloruro Férrico
83 uM

Blanco

Se mezclan los tubos , permaneciendo en reposo durante S

minutos . a temperatura ambiente . Acto seguido adicionamos , en cada

tubo 50 mg de carbonato magnésico , agitando la mezcla 5 minutos ,

por espacio de 30 minutos Centrifugando a alta velocidad .

separande el sobrenadante .

A continuacién en tubos de ensayo :

Blanco Problema Control
Sobrenadante 0.5 ml 0.5 ml
Control de
Hierro 0. ml
Disolucién
Recuctora 1.8 mi 1.5 ml 1.5 ml




Una vez mezclados , se pone a cero el aparato con el tubo
Blanco , procediendo a realizar las lecturas de las extinciones ,
correspondientes a los tubos Control y Problema a S30 nm de
longitud de onda C D.O. O

A continuacidén , affladimos en cada tubo 3 gotas de
Batrofenantrolina Disulfonada 17 mM . Mezclamos ., determinamos las
Densidades Opticas , de los tubos Control y Problema , a la longitud
de onda , anteriormente indicada . previo ajuste a cero con el

blanco .

El color permanece inalterable ., unos 60 minutos .
Las lecturas de las correspondientes , Densidades Opticas ,
se verifican en un Espectrofotémetro " U.V.-Visible " modelo *
Unicam SP 1.800 *“.

Los calculos se realizan , de acuerdo con la siguiente

relacién :
C.F.T.
C D.O.2 - D.O.1 > problema

""""" x 300 = ug Fe ~ 100 ml
C D.O.2 - D.O.1 ) control

C.F.L. : C.F.T.- H.S.

0
o
._’
n

Capacidad total de fijacién de hierro en suero

o
n
r
"

Capacidad libre de fijacién de hierro en suero

H.S. = Hierro en suero
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Para transformar los pug Fe 7~ 100 ml en umol 71 , los

resultados obtenidos , se multiplican por el factor de conversién
0.1

2. - CONTROL DEL CRECIMIENTO , DIETA Y AGUA DE

BEBIDA DE LOS ANIMALES ANEMICOS Y CONTROL

La distribucién de los animales fué , en grupos de pesos

homogéneos . El periodo de induccién de anémia se prolongo
durante 26 dias , controlandose el peso , agua de bebida y
dieta ingerida , en ambos grupos , es decir , en los animales

control y en los sometidos al proceso de induccién del estado de

anemia ferropénica .

En el inicio del experimento , los grupos en estudio ,

presentaban un peso medio homogéneo » sin diferencias

estadisticamente significativas
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3. - ELECCION DE LA DOSIS OPTIMA DE CADMIO PARA

INDUCCION DE METALOTIONEINA EN CEREBRO , MUCOSA

INTESTINAL Y MEDULA OSEA :

3.1 = GRUPO DE ANIMALES Y VIAS DE ADMINISTRACION :

Grupos de ratas macho de raza SPRAGUE-DAWER
constituidos por 20 ejemplares de 250 + 10 g de peso , controles y
20 ratas con anemia ferropénica , se les administré dosis de Cd ,
procedente de una solucién estable de Cloruro de Cadmio , segun se

refleja en la tabla :

DOSIS DE TRATAMIENTO : 1 2 3 4 5 ]

GRUPO CONTROL

X X X X X
X X X X X
X X Xx X
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»* »*

. . » » »

. s » » " »*

- . ” » » » 2

B . * » » » » »

®* = dosis de 1 mg Cd ~ kg rata ~ dia

La administracién de los citados metales , se llevo a cabo por
via via Intragastrica , mediante sonda , partiendo de una
disolucién de 1 mg de Cd / ml

Culminados los distintos tratamientos , se procedio al
sacrificio de los animales , obteniendose por diseccién el Cerebro
Mucosa Intestinal y Médula Osea . Se lavarén con solucién
fisiocldgica al 0.9 % ., la homogenizaciédn se realizé con tampdn
Tris-ClH 25 mM , pH = 7.4 C 1:2 , P:V D) mediante "Ultra Turrax"
modelo TP-18-10

Los distintos homogenados fuerén sometidos a
ultracentrifugacién de 40.000 r.p.m. por espacio de 80 minutos ,

modelo "“Centrikon T-2080".

Una vez recogidos los sobrenadantes , se procedio a las

siguientes determinaciones
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.Determinacién de Proteinas Totales por el método de
LOWRY modificado por HARTREE C 56 >

.Determinaciones de Cd por Espectroscopia de Absorcién
Atomica ., utilizando Espectrofotémetro “Beckman 1248 en

extractos estables.

.Determinacién de grupos disulfuro siguiendo el método
descrito por ZAHLER y CLELAND C 161 O

.Determinacién de Metalotioneina por ia técnica
espectrofotometrica de Absorcidédn Atémica . € 101 D

3.2.1.DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES

3.2.1.1.~- METODO DE LOWRY MODIFICADO POR HARTREE

3.2.1.2- Fundamento :

Las proteinas tratadas con el reactivo fenocl , denominado
“Folin - Ciocalteau " se desarrolla color azul . La sensibilidad
del método estriba en que las dos reacciones de color , se

producen simultaneamente :
ad La de los enlaces peptidicos con el cobre en solucién

alcalina .
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bd Reduccién del acido fosfomolibdico y acido
fosfo-tangstico » por los aminodcidos aromaticos tirosina y

triptéfanoc , presentes en las proteinas

3.2.1.3. Técnica :

Se prepara la disolucién A con los siguientes componentes
¢ para 100 ml. de disolucién D
SO‘Cu S HZO 0.05 g
C H KNaO 4HO 0.10 g
. o ] 2
CC% Na: 3.70 g
Na OH . 2.00 g
En principio se disuelve el sulfato de cobre en agua , acto

seguido se affaden los restantes componentes citados

La disolucidén permanece estable 30 dias en nevera .

73



En tubos de ensayo , se pipetea lo siguiente :

Blanco Problema Control
Disoluciédn A 0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml
AlbGmina patrén
(curva patron a distintas
comcentraciones ) 20 wul
Suero problema 20 ul
Agua destilada 100 wul 100 ul 100 ul

Se agitan leos tubos y se dejan en reposo 10 minutos a

temperatura ambiente .

Acto seguido , se afiade a cada tubo 2 ml del reactivo de
fencl , preparado extemporaneamente :
0.5 ml Folin-Ciocalteau 2N ---———=-—- --=> 8,5 ml agua destilada
Se mezclan y se llevan a bafio maria a S5'C durante S
minutos . Se dejan enfriar los tubos , se determinan sus
densidades ¢pticas en Espectrofotémetro UV - Visible ' Unicam
SP 1.800 " , ajustando previamente a cero , el aparato con el tubo
blanco .
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Las concentraciones protéicas de los tubos problema , se
determinaron por extrapolacién , en la curva patrén con distintas
concentraciones de albGmina .

3.2 .2 - DETERMINACION DE CADMIO POR ESPECTROSCOPIA DE

ABSORCION ATOMICA :

Se utilizé el espectrofotémetro de Absorcién Atémica
modelo “Beckman 1248" de lectura analdgica . Se procurarén unas
condiciones instrumentales adecuadas , para la obtencién de la
méxima Absorbancia y Sensibilidad.

La lampara utilizada fué de catodo hueco de Cd , como fuente
emisora de radiaciones de longitud de onda determinada.

La lectura se verificé a la longitud de onda de mayor

Absorbancia y nivel energético , en funcién del especiro
caracteristico del metal a determinar ., en el caso del Cd es de
228.8 nm.

Tiempo de lectura C 4 a 8 segundos D

Rendi ja ¢8>

Corriente C 7 mA D

Voltaje C S00-800 V D

La energia de la lampara permanecio constante , en las
lecturas de las " Soluciones Standard *“.

Asi como en las muestras problemas , desde el inicio de 1la

Jectura de las muestras hasta el final.
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En la elaboracién de la curva de calibracién , se prepard
una bateria de disoluciones de Cd standard , de concentraciones

que se detallan a continuacién :

: 7 ; 9 ; 10 ppm de

La lectura se verificé , cada 10 muestras problema .

Obteniendose, de este modo la curva de calibracién ,
correspondientes a las distintas muestras , representando en el eje
de abscisas las Concentraciones y en el de Ordenadas las

Absorbancias.

De acuerdo con estos resultados , se calculéd 1la
correspondiente recta de Regresién , asi como el Coeficiente de
Correlacién , oscilando entre 0.98060-0. 0909

Las correspondientes concentraciones de las muestras

problema , fuerdén calculadas a partir de la curva de calibracién

3.2.2.1 - DETERMINACION DE HIERRO POR ESPECTROSCOPIA DE

ABSORCION ATOMICA :

La lampara utilizada fué de catodo hueco de Fe , la lectura
se verificé a la longitud de onda de mayor Absorbancia y nivel
energético , siendo de 248.33 nm

Tiempo de lectura ¢ 16 segundos O
Rendi ja < 3O
Corriente C 20 mA D
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Se prepararén soluciones standard de concentracién
conocida , con el objeto de elaborar la curva de Calibracion .

Siendo las citadas :

0.1 ; 0.3 ; 0.5 ; 0.7 ; 0.8;1 ; 3;5,;7,; 9y10

ppm de Fe
Las concentraciones de las muestras problema , se
realizarén a partir de la curva de calibracién , una vez obtenido

el coeficiente de correlacién , de la recta de regresién .

En todos los caso fué de 0.9860 y 0.9988

3.2.2.2 -~ DETERMINACION DE ZINC POR ESPECTROSCOPIA DE

ABSORCION ATOMICA 3

Se utilizé lampara de catodo hueco de 2Zn , la longitud de

onda de mayor Absorbancia y nivel energético , fué de 324.75 nm

Tiempo de lectura ( 8 segundos D
Rendi ja ¢ 5O
Corriente ¢ 20 mA D
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Las soluciones standard de concentracién conocida , para

elaborar la curva de calibracién , fuerdn :

0.1 ; 03 ;,05; 0.7 ;0.9 ;1;3;5,;7,;9y10
ppm de 2n

Las concentraciones referentes de las muestras problema
se calcularén , mediante la curva de calibracién , del citado

elemento .

El coeficiente de correlacidén de la recta de regresién
fué de 0.9960 y 0O.9999

3.2.2.3. -DETERMINACION DE COBRE POR ESPECTROSCOPIA DE

Procediendo de igual modo que para el Cd y 2Zn , se
utilizé una lampara de catodo hueco de Cu , verificandose la
lectura en un Espectrofotémetro de Absorciédn Atémica , modelo
BECKMAN 1248 de lectura analdgica .

En este caso las condiciones de lectura fuerén :

- Longitud de onda de maximo nivel energético y absorbanci:
324.7S
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Se prepararén una bateria de disoluciones standard de

concentracién conocida :

0.1 ; 0.3 ; 0.5; 0.7 ; 0.8 ;1;3;5;7,; 9y10
ppm de Cu

Con los cuales se realizé la curva de calibracién

3.2.3.~ Determinacion de la Metalotioneina por

Espectrofotometria de Absorcion Atomica :

3.2.3.1.- Fundamento :

Basado en el método de saturacién con Cd de ONOSAKA C101)D
La ventaja del método reside , en la unién cuantitativa del Cd a
la Metalotiocneina , la estabilidad de la citada frente al
calor , asi como su radio molar definido en 7 moles de Cd por mol

de Metalotioneina. C 1S4 D
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3.2.3.2. - Técnica :

Dilucidén de las muestras con tampén Tris-ClH 25 mM
pH = 7.4 ; incubados por espacio de 5 minutos con Cloruro de
Cadmio . € 1.000 ng de Cd >

El Cadmio no unido a Metalotioneina , precipité con 1la
Hemoglobina C en disolucién al 4 %X D ; acto seguido se someten las
muestras a 100 grados C. por espacio de 3 minutos , a continuacién

centrifugacién a 98.200 r.p.m. ; procediendo a recoger los
sobrenadantes

lLa dltima fase del proceso , ( precipitacisdn con
Hemoglobina , calor y centrifugacién D verificandose por 3 veces

consecutivas .

En los sobrenadantes se determina por espectrofotémetria de
Absorcién Atdmica.

La correccién de los resultados , se lleva a cabo
utilizando un blanco experimental , considerando la hemoglobina

no precipitado .

La conversién de precipitado de Cd a microgramos de
Metalotioneina , se verifica considerande que esta proteina
dispone de 7 atomos de Cd por moléculas saturadas , en dos
fragmentos , uno conteniendo 4 iocnes metalicos de Cd con 6 puentes
tiolicos , unidos a 11 restos de Cisteina , constituyendo el

Carboxilo terminal de la molécula .
El otro contiene 3 iones metdlicos de Cd unidos por 3

puentes tioclicos a 9 restos de Cisteina , originando la otra mitad

de la molécula .
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3.2.4. - Determinacién de Radiactividad Gamma :

En los extractos sometidos a tratamiento radiactivo , se
determiné la radiactividad gamma debida al Fe - 59 , mediante un
contador de radiactividad modelo " PACKARD Autogamma S110 *

4. -PURIFICACION DE LA METALOTIONEINA EN CEREBRO ,

MUCOSA INTESTINAL Y MEDULA OSEA EN RATAS SOMETIDAS A

DISTINTOS TRATAMIENTOS 3

El cobjetivo propuesto , consiste en lograr la extraccion
y purificacién de la Metalotioneina , eficazmente y de modo
rentable , obteniendo un extracto purificado.

Dadas las circustancias de termoestabilidad de esta
proteina , se comprobd la exencién en cuanto a propiedades de
carga , tamaffo molecular y conformacidén estructural , segin los
metodos de gel filtracién , espectroscopia U.V. ; comprobando su
polimorfismo .

Basado en su distinto comportamiento . en electroforesis
multifasica en gel de poliacriamida .

El proceso de aislamiento y purificacién de la
Metalotioneina se verificé , como se resefia a continuacién.
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4.1 - Grupos de Animales y Tratamiento :

Se utilizarén grupos de ratas macho de raza SPRAGUE-DAWER
constituidos por 20 ejemplares ., siendo sus pesos de 200 + 10 ,
distribuyendose como sigue :

A Grupo de animales Control

B) Grupo de animales sometidos a la administraccioén
de 1 mg Cd 7 kg rata ~ dia , durante un espacio
de 8 dias consecutivos por sonda intragastrica a
partir de una solucién de Cloruro de Cadmio

C Grupo de animales con Anemia ferropénica

D) Grupo de animales con Anemia Ferropénica
a los cuales , se administré 1 mg Cd / kg rata
7 dia durante © dias . mediante sonda
intragastrica a partir de una solucién estable
de Cloruro de Cadmio .

4.2 -Obtencion del Extracto Celular 3

Una vez finalizados los distintos tratamientos , se
procedié al sacrificio de los animales , por dias consecutivos .

Después se procedio a la diseccién del CEREBRO , MUCOSA
INTESTINAL y MEDULA OSEA .

Se pesardn los érganos en fresco , congelandoles rapidamente
a -20 grados C.



La homogenizacién se realizé , descongelando los distintos
érganos , pesandoles y se sometierdn a la acciédn del "ULTRA-TURRAX
modelo " TP-18-10 ", a 2.000 r.p.m. con tampén Tris-ClH 25 mM pH =
7.4 , obteniendose un extracto del 20 ¥ P ~ V

Acto seguido se centrifuga a 40.000 r.p.m. por espacioc de
60 minutos , en ultracentrifuga " Centrikon T-2080.

Los sobrenadantes se sometierén a ultrasonidos en dos
periodos sucesivos de 30 degundos , en modelo * MSE 1765 "

S. = FILTRACION MOLECULAR EN COLUMNA DE SEPHADEX G - S0

EN CAMARA FRIGORIFICA A 4 GRADOS C :

A traves de Sephadex G-50 "Fine™ de Pharmacia Fine
Chemicals C Upsala , Suecia ) columna de radio interior de 2.5 cm.
y altura de 70 cm.

Las fraccicnes eluidas fuerén recogidas mediante un equipoc
de LKB constituido por lo siguiente :

» Detector de Absorcidén Ultravioleta con unidad
control y filtro de 250 nm C Uvicord-2 )

®* Registrador Type 6520 - 4

% Colector de fracciones UltraRac.

% Bomba peristaltica 4912 A

83



La calibracién de la columna se verificé , con
moleculas de relativa masa molecular conocida , englobando a las
estudiadas :

~ Beta-lactoglobulina ¢ Mr = 18.400 O
- Lisozima C Mr = 14.300 O
- Ribonucleasa C Mr = 13.700 >
- Citocromo C C Mr = 12.400 >
- Triptofano C Mr = 204 D

Determinando el volumen de maxima permeabilidad de la
columna € VL D

Para la obtencién de Vo ¢ Volumen de vacico de 1la co-
lumna D se utilizé una proteina de Mr superior al correspondiente
rango de separacién del Sephadex G - S50 ¢ 1.500 - 30.000 > como la
Transferrina .

Se calcularén los kr C coeficientes de reparto > de las
proteinas utilizadas en la calibracién , en consonancia con la
formula :
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Donde Representa :

Ve : Volumen de elucién de cada proteina

Los diferentes extractos , se depdsitarén en la parte
superior de la columna , eluyendo con el mismo tampédn utilizado en

la obtencién de los extractos :

Tris-ClH 2%5mM pH = 7.4

La columna se regulé con flujo de 40 ml ~ h ,
recogiendose fracciones de 6.5 ml.

La cantidad de extracto dopésitado » en la columna , fué
correspondiente a igual peso de : Cerebro , Muccsa Intestinal
y Médula Osea .De ratas sometidas a los diferentes tratamientos ,

resefiados anteriormente.

Las fracciones recogidas se leyerén en un
Espectrofotémetro U.V.-Visible , modelo " Unicam SP 1.800 " a 254
y 262 nm C la primera longitud de onda , es considerada de maxdima

Absorcién para la Metalotioneina D

Se verificarén determinaciones de :

S.1.- DETERMINACIONES :

5.1.1- Determinacién de Proteinas Totales , por el
método de LOWRY modificado por HARTREE ¢ 58 O
C Descrito en el apartado 3.2.1 D>
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8.1.2- Determinacién de Z2n , Cd y Fe , en los extractos
procedentes de animales sometidos a tratamiento
con dichos elementos , por Espectrofotometria de
Absorcién Atomica . ( Expuesto en el apartado
3.2.2.2, 3.2.2, 3.2.2.1. >

5.1.3. ~-Determinacién de Grupos disulfuro , segun la
técnica descrita por ZAHLER y CLELAND C 154 D

S.1.3.1 - Fundamento :

Esta técnica , esta basada en la reduccién de los grupos
disulfuro y en la determinacién de los monotioles resultantes .

El agente reductor es el 1,4-Diticeritriteol ¢ DTE D> , de
bajo potencial de oxidacién-reduccidn » reduce los grupos

disulfuro en consonancia con las reacciones siguientes :

DTE + RSSR ~=====m=—=== > DTE-SSR + RSH

DTE-SSR > DTE oxidado + RSH

Con el fin de eliminar los grupos sulfhidrilo producidos
por exceso de DTE , se afiade arsenito sédico que forma complejo

especifico con el anterior , de acuerdo con la reaccidén

DTE + HAsO ---—-——-——- > DTE-AsOH
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Los monotiocles resultantes se determinan con DTINB ¢ 5,5 -
diitiobis ¢ &cido 2-nitrobenzoico ) en presencia de arsenito .

Los grupos disulfuro son reducidos por DTE C 1,4
-ditioceritritel > y por el DIT (€ 1,4 -ditiotreitol > , como
imdican sus iguales potenciales de oxddacién - reducceién , sin
embargo ., el DTE es el reactivo de elecciédn , porque sus complejos

con arsenito reaccionan en menor proporcién con el DTNB .

S.1.3.2. - Técnica :

De la muestra problema que contiene los grupos disulfuro

se cogen 0.2 ml y se mezclan con 0.1 ml de tampén Tris- ClH
0.08 M pH .0 y con 0.1 ml de DTE 3 mM . Después de mezclarlo
todo se deja en reposo 20 minutos , para que se produzca la
reduccién de los grupos disulfuro , este tiempo era el adecuado
para la mayor parte de los compuestos con grupos disulfuro .
C 161 > . Una vez completada la reaccién se adicicnan 0.2 ml de
tampén Tris - Cl1H 1 M , pH 8.1 ;1.5|n1doNaAsO' S mMd y
agua destilada hasta completar el volumen final de 2.9 ml . Una
vez mezcladas las discluciones se dejan reposar durante 2 minutos
Acto seguido se affaden 0.1 ml de DINB 3 mM de tampén acetato
0.08 M , pH 5 , determinandose las Absorbancias a 412 nm
durante 3 minutos . La absorbancia resultante de los monctiocles se
determina por extrapolacién de la porcién lineal de la curva al
tiempo de adicién del DINB , restando el valor obtenido de una
muestra que no contenga disulfuros .

Como referencia se utilizé una curva patrén de cisteina
de concentraciones conocidas ., a la cual se refirieron las

muestras problema .
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Los datos obtenidos como cantidades de cisteina presente en
la muestra problema , se tradujeron a niveles de metalotioneina
tenied4ndo en cuenta que esta proteina presenta en su composicidén

un 33 %X de residuos de cisteina .

8.1.4. - Determinacién de Metalotioneina por
Espectrofotémetria de Absorcién
Atomica C 154 O ( Esta técnica esta descrita
en el apartado 3.2.3 de material y métodos O

De tal modo se obtuvierédn datos indicativos de la
presencia de Metalotiocneina , en una serie de fracciones eluidas a

traveées de columna de Sephadex G - SO .

Con las mismas , se obtuvo un Espectro U.V. .
verificando un barrido entre las longitudes de onda de 200 a 300

nm .
A partir de los Kr de las proteinas standard y de la

masa molecular relativa de las citadas ; se procedid a 1la

representacién grafica , determinandose la Mr de la proteina de

estudio , interpolando su Kr en la recta resultante.

En las fracciones donde se obtuvo un pico , se
aislarén a travées de Cromatografia Liquida de Baja Presién , en
columna analitica , recogiendose los picos eluidos a los distintos

tiempos de retencién , para confirmar su polimorfismo.



El equipo utilizado lo constituye :

Columna especifica Glas Pac

. Bomba para HPLC modelo 64

. Detector U.V. as 220 nm Milton Roy 3.100
Integrador Milton Roy CI 4.100

La presién de la bomba fué minima de O bar y la maxima 1.5
bar

6 - SEPARACION DE ISOMETALOTIONEINAS POR CROMATOGRAFIA

LIQUIDA DE ALTA PRESION 3

8.1. - Fundamento :

Método fisico de separacion por distribucién en

dos fases .

A travées de la fase estacionaria se desliza una fase
mévil.

Existe una fase estacicnaria , adherida a la superficie del
relleno , de forma pelicular

La fase estaciocnaria suele ser Polar

La separacidn se logra , por participacién de la muestra
disuelta entre la fase estacionaria y la fase mévil



La Cromatogrifia Liquida de Alta Presién . se conoce como
HPLC , actualmente se enclava entre la técnica mas extendida , en
el andlisis y separaciédn de muestras .

La fase reversa esta constituida por :

Fase M&6vil : De caracter Polar
Fase Estacionaria : No Polar

El equipo utilizado lo constituyen :

Columna especifica para HPLC * DELTAPAK C4 "
Bomba de HPLC modelo Kontron 420

. Formador de gradiente para HPLC Kontron 425
Detector U.V. a 220 nm Knauer

. Ordenador modelo Acer 500
Integrador Milton Roy CI 4000

Debido a la sensibilidad y precisién del sistema , se llevo a
cabo con reactivos cualificados para su realizacién .

Se realizé con extractos de Cerebro , Mucosa
Intestinal y Médula Osea .De ratas sometidas a los distintos

tratamientos , resefiados con anterioridad .

Los homogenados se realizardn con tampédn Tris - ClH
235 mM , pH=7.4Cp: v,1:22



Los picos proteicos procedentes del utltimo paso
reseflado , cumplian las caracteristicas propias de la
Metaloticoneina , sometiendose a otra posterior eluciétn en columna
analitica ., en conexién con el equipo de HPLC

Su eluciédn se verificéd con gradiente , formado por dos

disoluciones amortiguadoras :
Tampén A : Tris—- CLH 25 mM ; pH 7.4

Tampén B : Tampén A en proporcidén 80 % de
Acetonitrilo

A continuacién detallamos el flujo y el gradiente

empleado :
TIEMPO FLUJO TAMPON A TAMPON B
Cmind Cml /mi nd C %D C %D
0.0 0.5 100 (o]
S.0 0.5 100 o]
90.0 0.5 o] 100
100.0 0.5 o) 100
110.0 0.5 100 [o]
120.0 0.5 100 [o]
120.1 0.0 100 [o}
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La bDomba efectéo su funcién entre un minimo de O bar y
maximo de 190 bar .

Las fracciones eluidas a traves de la citada columna , se
recogierén en un colector de fracciones Ultra Rac .

Las fracciones proteicas fuerdn detectadas a una longitud de
onda de 220 nm , en consonancia con la técnica empleada por
Hunziker y Kigi C ©64bis O , empleado para la separacién de
Metalotioneina en Higado Humano .

s2



7.= ESTUDIO ESTADISTICO :

Se procedio al calculo de la Media C X > . Desviacién
Standard de los valores medios ¢ S ) , asi como a la determinacidén
de la significacién estadistica respecto a grupos control , por
el procedimiento estadistico conocido por " t de Student " C ¢t D

Z x
Ni
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La recta de regresién correspondiente a los valores
medios de cada grupo , asi como su coeficiente de correlacién se
realizé por el método estadistico de los Minimos Cuadrados :

y =bx + a

txy—;c Ty

£x¥-x Tx

a =y - bx

nIxy IxZIy

r o=

YnETcoz-ccx02> CnEcy2-¢=5yad
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1. CONTROL DEL ESTADO ANEMICO :

La evolucién de los parimetros fisiolégicos estudiadoes ,
sufren una transformacién rutinaria en el transcursc del
desarrollo de la anemia ferropénica , inducida en la elaboracién
del presente trabajo .

Disminuyen la Hemoglobina , Hematocrito y Fe sérico . en
cambio sufre un aumento la capacidad de fijacién de Fe en suero ,

durante el periodo de induccidén al estado anémico .

En las tablas 1 , 2 , 3 Yy en las correspondientes
figuras 1 .2 y 3 se puede observar los valores referentes al
curso de induccidén del trastorno anémico .

Para ello , consideramos los parametros fisiolégicos ,
teniendo en cuenta la supervisiédn de este estado ., referido a los
animales control

Esta dosis se corresponde con la mixima concentracién de
metalotioneina , en Cerebro . Mucosa Intestinal y Médula Osea de
las ratas control y en estado de anemia ferropénica .C tablas 19 ,
18 y 20 > ’

Asi mismo . se obtuvierén valores muy similares de
proteinas totales ., con las dosis empleadas en el tratamiento ,
resultando unas diferencias tantc en el grupo control como en el
anémico no significativas estadisticamente .



Tales resultados , se contemplan en las tablas 10 y 11

Tabla

Valores de Nb durante el proceso de induccion

al estado anemico .

Periodo de Induccidén g Hb ~» 100 ml ratas estado
a la anemia (diae ratas control anémico
1 18.75 + 0.25 14.5 + 0.5 N.S.
] 15.15 + 0.18 13.2 + 0.2 2N
10 18.35 : 0.28 10.185 + 0.15 mwwex
185 15.1 + O.t 8.3 + 0.3 i
20 15.15 + 0.05 8.3 + 0.1 i ]
a5 14.35 + 0.05 7.2 + 0.1 e
30 14.7 + 0.1 7 + 0.1 s d
S.E Grado de significacidnestadistica respecto a
los controles
N.S.: No Significativo
e : P < 0.001
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Valores de Hemoglobina durante
el proceso de induccion a la Anemia

G de Hb / 100 ml

20

Conlrol

0 1 t 1 ] 1
0] 5 10 15 20 25 30

FIG: 1 T ( dias )

——— control —— anemia '
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Tabla 2 : Valores de MNematocrito durante el periodo
de induccion al estado anemico

Periodo de induccién  Animales Control  Animales en

a la anemia ( dice > C % Hto D estado anemico
< % Nto )
1 41.8 + 0.8 40.8 + 0.5 N.S.
s 40.8 + 0.5 30.28 + 0.25 N.S
10 40.8 + 0.3 38.28 + 0.18 =
18 41 + 1 38.28 + 0.25 =
20 41.78 + 0.28 35.75 + 0.25 wsen
a8 40.5 + 0.8 27 + 1 e
30 40.25 + 0.28 17.5 + 0.5 seene

S.E.

N.S.
»

Grado de significacién respecto
controles

No significativo

P < 0.08

P < 0.001




Valores de Hematocrito durante

el proceso de induccion a la Anemia

de Hematocrito

|

50
Control
—_— I‘\*"l‘;
40 Anemio 1
30+
20
-
10 p
O 1 | L 1 1
0 5 10 15 20 25 30
FIG. 2 T ( dias )
—*— Control —t—  anemia

100



Tadbla 3 : Capacidad de fijacion total de Fe en suero
durante el proceso de induccion al estado

andmico .
Periodo de. induccién Animales Control Animales en
estado anémico
a la anemia ¢ dias » ug Fe 7 100 ml ug Fe 7 100 ml
suero suero
1 . 70.8 + 0.1 70.58 + 0.65 N.S.
L] 68.8 + 0.4 48.8 + 0.2  wwm
10 71.79 + 0.2 30.9 + 0.1 el
15 70.95 + 0.08 20.85 + 0.15 mwn
20 69.91 + 0.08 8.873 + 0.12 s
28 67.88 + 0.03 6.795 + 0.20 smm
30 e5.82 + 0.17 S.043 + 0.03 e

S.E. : Grado de significacién respecto
controles
N.S. : No Significativo

e - P < 0.001
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Proteinemia en ratas Control y en
proceso de induccion a la Anemia

9 G / 100 ml suero

Conirol

Anemia

3 ] 1 1 1
5 10 15 20 25 30

FIG. 4 T ( dias )

—— control —+—  anemia
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2. CONTROL DEL PESO , ALIMENTACION Y BEBIDA :

Expresamos el peso de los animales en g ., la comida
ingerida en g ~ 100 g rata ~ dia Yy el agua de bebida en ml ~ 100
g rata 7/ dia . Referente a animales control y en los sometidos al
proceso de induccién de anemia ferropénica , a lo largo del
proceso indicado , se resefian en las tablas 4 , S y 8 y en las

figuras 8 , 6y 7 .
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Tabla 4 : Peso en g de ratas control y sometidas al

estado de anemia ferropenica

Periodo de induccién

a la anemia ¢ dias )

Animales Control Animales en
estado anémico

(g peso / rata )

(g peso / rata )

10

i2

14

18

18

22

24

180.5 + 0.1

178 +

-

183 +

-

188 + 1

197.5 +

+
-
(]

p
o
8
+
"
o
W
o

224.45 +

o
8

231.28 + 0.78

236.285 + 1.75

241.15 + 1.35

250.33 +

+
o
2

260.95 + 0.45

188 + 1

167 + 1

1990.8 + 0.8

199.5 + 0.5

199.8 + 0.8

209.75 + 0.58

200.08 + 0.25

198.65 + 1.18

200 + 1

209.8 + 0.2

213.55 + 1.05
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S.E.:Grado de Significacién

N.S.:No Significativo

ww : P < 0.001
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300

250

200

150

grs

Peso en grs de ratas Control y en
proceso de induccion a la Anemia

Conirol

Anemia

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
T ( dias )

—e— Control ~t—  anemia:

30
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Tabla 5 : Alimento ingerido en g - 100 g rata 7/ dia
en los grupos de estudio ., durante el periodo
de itnduccion al proceso anemico

Periodo de induccidn Animales Controles Animales en

a la anemia estado anémico
¢ dias (g -/100g rata sdia Xg-/100g rata sdia
1 12.75 + 0.13 6.87 + 0.02 ux
2 12.62 + 0.03 6.01 + 0.04 e
4 11.82 + 0.007 8.79 + 0.09 mex
-] 12.87 + 0.27 6.97 + 0.13 e
8 12.71 + 0.39 8.894 + 0.15 e
10 11.78 + 0.13 7.77 ¥ 0.19 xmm
12 11.69 + 0.05 6.88 + 0.02
14 10.88 + 0.08 8.28 + 0.03 e
16 10.22 + 0.025 10.49 + 0.01 s
i8 10.75 + 0.05 10.3 + 0.1 26
20 8.8 + 0.1 10.2 + 0.1 0%
22 9.55 + 0.05 8.6 + 0.2 236
24 8.8 + 0.2 10.25 + 0.04 w6
26 10.25 + 0.15 11.05 + 0.05 en

S.E.: Grado de Significacién

e : P < 0.001
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Ingestion de Comida en g/100 g rata/dia
en el proceso de induccion a la Anemia

g comida / 100 g rata / dia

19
17 F
15 |
Control
13
11 F
Anemia
9t
7 -
5 1 1 1 1 [ Il Il 1. 1 ] 1 !
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
FIG. 6 T ( dias )

—e«— Control e anemia
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Tabla 6 : Agua de Bedbida en ml ~/ 100 g rata - dia en

los grupos de animales en estudio durante

el peritodo de induccion a la anemia .

Periodo de induccién Animales Control Animales en
a la anémia estado anémico
«diam) (ml/100g rata sdia ) (ml 100g ratasdiar

2 12.5 + 0.1 10.05 + 0.05 »x
4 15.3 + 0.185 24.45 + 0.15 e
8 13.3 + 0.1 18.4 + 0.2 ]
8 13.7 + 0.2 18.7 + 0.5 e
10 10.25 + 0.285 13.3 + 0.2 [
i2 13.88 + 0.08 17.45 + 0.05 e
14 10.25 + 0.15 22.2 + = 0.1 wex
18 10.3 + O.1 19.1 + 0.1 262
i8 12.5 + 0.1 19.35 + 0.15
20 9.6 + 0.2 18.1 + 0.1 oiaind
22 10.1 + 0.1 25.5 + 0.25 iseee
24 10.28 + 0.085 23.5 + 0.15 oee
26 8.3 + 0.1 20.65 + 0.15 ee

S.E.:Grado de Significacién

e @ P < 0.001
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Ingestion de Agua en ml/100 g rata/dia
en el proceso de induccion a la Anemia

ml agua / 100 g rata /dia

-
-
~ Anemia
y Conirol

I A ~. 1 . | ] ] ] 1 1 1 1
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FIG. 7 T ( dias )

——  control —t—  anemia
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Como podemos observar en la tabla 4 y figura 8 , la
diferencia de peso en ambos grupos de animales es manifiesta a
partir del dia 12

En la tabla S y figura 6 , la ingestién de alimento
por el grupo control y el de estudio , resulta patente los 14
primeros dias del proceso inductor de anemia ferropénica , en
dias sucesivos , los valores son muy similares en ambos
grupos .
Por ello , es posible culmine la adaptacién de los animales
sometidos al estado de anemia ferropénica .

En la tabla 8 y figura 7 , comprobamos la diferencia
de agua ingerida en dichos grupos .

Los animales en trastorno anémico consumen mayor
cantidad de agua respecto de los controles , debido a las
necesidades de reposicién de la Volemia .

3. ELECCION DE LA DOSIS DE CADMIO :

Los resultados estan contenidos en una serie de tablas
donde se refleja el grupo de animales sometidos a este
tratamiento y el numero de dias del citado , consistiendo la dosis
en 1 mg Cd / kg rata 7/ dia , administrade a partir de una
disolucién estable de Clzcd » mediante sonda intragastrica .

Se realizéd, con los datos obtenidos , mediante los
procedimientos estadisticos resefiados en Material y Métodos , el
valor medic de cada lote experimental , desviacién standard de la

media y la significacidén estadistica ¢ " t de student * D

112



Partiendo de los valores medios , se hace la
representacién grafica de los puntos correspondientes a los
distintos pasos y parsmetros de los experimentos realizados ,
obser vandose el consiguiente comportamiento de los distintos
grupos .

3.1~ Tratamiento con Hierro Radiactivo :

En la tabla 7 observamos la incorporacién de Fe
estable y radiactive C radionucleido - 39 D, administrado en dosis
de 2 uci. , por via intra cerebro ventricular , durante 2 dias .

El grupo correspondiente a ratas anémicas , presenta

mayor nivel de radicactividad , a los 2 dias de su administracién
respecto a los controles , como podemos comprobar en la figura 8
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Tabla 7 : ¢ p m de Fe ~ 59 . g en ratas control y

anemicas , despues de administracion por via Iintraceredro

ventricular
arupos de Organos Experiencia 2 domie de
Animales dasal Fe estable

Rataa control

M. Intes. 1076:6. MNGO:M
Encefalo 25723. 1+78. 9 438202. 6+5
Cerebelo 2040S. ::5 307117, 545
M. Oblon. 110.39520. 1 1e59140. 12
M. Osea 126. 39+0. 10 20598. 5+1. 2

Ratas Anémiccs
M. Intes. 23818, 5:54 328677. L Se
aan (213
Encefalo 23808. z+33 2082719. 2+49
’ - N. S.

BSO88S4 . S+C

Cerebelo 4380. 5+10
e css
10871, 8+2
M. Oblon. - 29182, 5+
san Py Y
M. Osea S79. G+3 52269 +5
—nw -
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S.E. : Grado de Significacién respecto
controles

wu : P < 0.001

w : P < 0.01

N.S. : No Significativo .
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c.p.m. de Fe-569 / g en ratas control y
anemicas . 2 D. Intracerebro Ventricular

c.p.m. x 1000

600 -
aco.,ﬁ
400

300 -

200

100

,.;._....o. m:oo.lo.:,o.. M. Ou“. Osea M. _...oo.m...oo... o!...l:. ObM. Ooo.p
Controles Anemicas
B control 1 Control 2 D. Fe

Filg. 8
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Tabla 8 : mg de proteinas totales -/ g
Control y Anemicas tratadas con distintas dosis de ! mg Cd / kg
rata 7/ dia , administrado intragastricamente por sonda .

en ratas

Tecnica de Lowry modificada por Hartree

Grupos de Organos Experiencia 4-dosis de Cd o-dosis de &d
Animales Saesal estable estable
-—— -
Ratas Control
M. Intes. G. 42+0. 7 7.21+0. 6 ©.04+0. 3
Cerebelc 7.2140. 9 9. 9+0. & 18, 2+¢
Encefalo S.58+0. 6 8.16+0. % O. G+t
Corteza S.77+0. @ ©.?2+1. 2 10. 3+2
M. Oblon. 1. 75+0. 23 2. 116+0. 27 2. 20+
M. Osea ¢.26+0. 4 7.18+0. 6 7. 6450.7
Ratas Anémicas

M. Intes. 8. 18+0. 38. 6. 13+0. 82 9. 65+0. 9

ane aee can
Cerebelo 9. 8+0. 26 10. 4+0. 4 12. 11+1

aee enn e
Encefalo 5. 03+0. ¢ 8. 4+0.93 9.8+0.83

noe N.S. see
Corteza 9. 7+0. 2 9. 9+0. 3 10. O+2

nee N.S. sam
M. Oblon. 2.2+0.¢ 1.87+0. 3 6. 1649

sam N.S. LY
M. Osea 6. ?2+0. 4 9. 8+0.2 10. 52+0. &

L - can
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S.E.: Grado de Significacién respecto a

controles .
a0 P < 0.001
0 P < 0.01
»* P < 0.08
N.S.: No Significativo .



Proteinas Totales en ratas Control y
Anemicas , tratadas con distintas D. Cd

mg proteina / g tejido

14

12 1

10

Ol

]

4

2

o L 3 L
MIl. Ce. Ence. Cor. M. Ob. M.O M.. Ce. Ence. Cor. M. ObM. Osea
Controles Anemicas

Control 4 D. Cd Control 6 D. Cd

Bl Control

Fig.9
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En las tablas 8 y 10 asi como en las figuras 10 y 11 ,
se contemplan los valores de Hemoglobina y Hematocrito durante el
periodo de tratamiento con metales , ( Cd y Fe D> tanto en animales

control como en estado anémico

Tabla 9 : Valores de MNemoglobina en ratas Control y
Anémicas en el periodo de tratamiento con Cd y fFe

Tratamiento Cont.+ & Cont.+ & Ane. + & Ane. + &
con metales dosis de dosis de doers de dos\a de
« dias cd Fe cd Fe
1 14. 19+0. 0S8 15. 25+0. 15 4. P5+0. 05 12. 5+0. 03
ow anw
2 12. 1+0. ¢ 14. ©3+0. O3 6. 1+0. 1 12. 09+0. 0P
“ae ane
4 . 9+0. 1 12.4+0. ¢ 5.6+0. 9 14. 2+0. 2
son aee
(-] ?.9+0. 1 8. 95+0. 03 3. 5+0. 13 7.1+0. 2
nes e
S.E. : Grado de Significacién respecto a
controles

e @ P < 0.001
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18

16

14

12

10

Hemoglobina en los grupos de estudio
durante el tratamiento con metales

g Hb / 100 ml
- Control + 6 dosis fe
= Conirof + 6 dosis
- Anemiao + 6 dosis de Fe
-

Anemio + 6 dosis de Cd

1

0 3

FI6. 10 T ( dias )

——
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Tabla 10 : Valores de Hematocrito en ratas Control y en

estado anémico durante el tratamiento con Fe y Cd .

Tratamento Cont., + © Cont.+ & Ane. + & Ane. + &
con metales dosis de dosis de dosis de dosis de
¢ dias ) cd Fe cd Fe
3 38. 5+0. 5 40.5+0. 35 23.35+0. 3 33.5+0.93
L2 1] L2 22
-] 97.5+0. 5 41.5+0. S 21.5+0. 5 39. 5+0. 15
e nee

S.E. : CGrado de Significacién respecto a

contreles

w2 : P < 0.001

Como podemos apreciar , el Cd agudiza el trastorno

anémico , experimentando una disminucidén tanto la concentracién de

Hematocrito como de Hemoglobina en ambes grupos de trabajo

En cambio el Fe repone los parametros fisiolégicos

desviados durante el proceso del estado de Anémia ferropénica
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Hematocrito en los grupos de estudio
durante el tratamiento con metales

i23

% Hematocrito
50
Conlrol + 6 dosis de Fe
D.\\\\\ — " Conlrol + 6 dosis de Cd
Anemia + 8 dosis de Fe
30 |+
20 Anemia + 6 dosls de Cd
d O 1 1
0 3 6
FIG, 11 T ( dias )



4.~ PURIFICACION DE LA METALOTIONEINA EN RATAS CONTROLES
Y ANEMICAS SOMETIDAS A TRATAMIENTO CON METALES :

Las concentraciones de Proteinas totales y
Metalotioneina , procedentes de los extractos de Mucosa Intestinal
Cerebro y Médula Osea , sometidas a distintos tratamientos ,

fuerén homogenizadas con tampén Tris - Cl1 H 285 mM ; pH = 7.4
¢ 1:2, P: V3 centrifugados a 40.000 r.p.m. durante 60 minutos ,
se indican en las tablas 11, 12 y 13 , asi como en las figuras

13 ,12 y 14

Las concentraciones de proteinas ., en los diferentes
grupos de ratas sometidos a los distintos tratamientos , presentan

ligeros aumentos no significativos frente a controles

El grupeo sobresaliente respecto a controles es el
sometido a estado anémico recibiendo 6 dosis de Cd
Asimismo coincide con los niveles mas elevades de

Metalotioneina en el presente grupo de animales
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Tabla 1! : Proteinas totales en extractos de
Mucosa Intestinal, Sometidas a distintos tratamientos .
homogentizados con tampén Tris — CLH 25 mM , pH = 7. 4 C 1 : 2 ,
P : v D centrifugados a 40.000 r.p.m. 60 minutos

Grupo de Animales mg prot.Totales ~ g M. Intest.
Control 8.3+ 0.1
Control + 6 dos. Cd 21.135 + 0.24 N.S.
Control + 6 dos. Fe 3.12 + 0.4 N.S.
Anemi a 28.097 + 0.43 w6
Anemia + 6 dos. Cd 29.‘07: 0.07 faiaiad
Anemia + 6 dos. Fe 23.14 + 0.4 N.S.

S.E.: Grado de Significacién Estadistica

respecto a controles

N.S.: No Significativeo

ey : P < 0.001
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Proteinas Totales en Mucosa Intestinal

mg / g Mucosa Intestinal

32
30 - 28.07 26.9

28
26 - 23.14

24 - 2113
22 -
20
18
16
14

10 -
ml.
6 3.12
&J
NI.
°|

Controles Anemicas

M controt EZ] Control + 6 D. Cd Control + 8 D. Fe

Fig. 13
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Tabla 12

Cerebro ,

Proteinas totales en extractos

40.000 r.p.m. durante 60 minutos :

de

sometidos a distintos tratamientos por homogenizacidédn

con tampdn Tris — ClH 25 mM pH 7.4 C 1:2 , p : v O centrifugados a

Grupo de Animales

mg prot. Totales - g Mucosa

Control 2.94 + 0.55
Control + 6 dos. Cd 2.88+ 0.02 R
Control + 6 dos. Fe 2.70 + 0.015 smn
Anemia 3.415 + 0.55 wwn
Anemia + 6 deos. Cd 3.44 + 0.14 N.S.
Anemia + B dos. Fe 3.34 + 0.015 sexx
S.E. Grado de Significacién Estadistica
respecto a controles
N.S.: No Significativo

PN

P < 0.001

127




Proteinas Totales en Cerebro

mg / g Cerebro

Fig 12

Controles Anemicas

Bl control 223 control + 68 D. Cd

Control + 6 D. Fe

iz28



Tadbla 13 : Proteinas totales en extractos de Médula
Osea sometidos a distintos tratamientos , homogenizados con tampdn
Tris — CLH 25 mM pH 7.4 C 1 : 2, p: v D centrifugados a 40.000
r.p.m. durante 60 minutos.

Grupo de Animales mg de prot. Totales / g Medula Osea
Control 0.338 + 0.01
Control + 6 dos. Cd 2.13 + 0.02 wmn
Control + 6 dos. Fe 1.26 + 0.02 »m
Anemi a 0.705 + 0.05 mxn
Anemia + 6 dos. Cd 2.62 + 1.51 swam
Anemia + 6 dos. Fe 2.283 + 0.89 mx
S.E. : Grado de Significacién Estadistica

Respecto a controles

e : P < 0.001
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Proteinas Totales en Medula Osea

mg / g Medula Osea

10 1

Controles Anemlicas

B Controt 2= Control + 6 D. Cd Control + 8 D. Fe

Fig. 14
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Tabla 14 : ug de Cd estable 7 g cerebro detectado en
ratas Control y Andmicas a partir de administracién de distintas
dosis de I mg Cd / kg rata 7 dia por via Intragastrica .

Grupo Animales Experiencia 3-dosis de Cd 6-dosis de Cd
Basal estable estable
ratas control 0.37 + 0.0085 0.6 + 0.01 0.76 + 0.017
ratas anémicas 0.90 + 0.08 0.931+ 0.015 0.86+ 0.015
N.S. ] e

S.E.: Significacién Estadistica respecto a Controles

e : P < 0.001
N.S.: No Significativo
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Administracion de distintas dosis de Cd
en Cerebro de ratas Control y Anemicas

ug Cd / g Cerebro

o
®
1

0.4

0.2

Controles Anemlicas

B controi = Control 3 D. Cd

Control 6 D. Cd

Fig. 16
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Tadla 15 : ug de Cd estable / g de M. l.detectado en
ratas Control y Anémicas a partir de administracién de distintas
dosts de 1 mg Cd 7/ kg rata 7 dia por via intragastrica .

Grupo de experiencia 3-dosis de 8-dosis de

animales basal Cd estable Cd estable

ratas control 0.86 + 0.02 0.86 + 0.001 0.961 + 0.001

ratas anémicas 0.81 + 0.001 0.98 + 0.002 0.89 + 0.006
» e »»

S.E.: Significacién Estadistica respecto a controles

¢ : p < 0.01
® : p< 0.08
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0.8

0.6

0.4

0.2

Fig. 18

1

Administracion de distintas dosis de Cd
en M.Intes. de ratas Control y Anemicas

ug Cd / g M. Intestinal

Anemicas

7] control 8 D. Cd
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Tabla 16 : ug de Cd estable / g M.O. detectado en ratas
Control y Anémicas a partir de administracién de distintas dosis
de 1 mg Cd 7 kg rata - dia por via intragastrica .

grupo de experiencia 3-dosis de B-dosis de

animales basal Cd estable Cd estable

ratas control 0.33 + 0.003 0.3 + 0.001 0.70 + 0.005

ratas Anémicas 0.61 + 0.07 0.81 + 0.02 0.87 + 0.07
»

S.E.: Significacién Estadistica respecto a controles

we : p < 0.001
# : p < 0.08
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Tabla 17 : c.p.m. de Fe - 59 - g de tejido en ratas
control y anémicas despusés de administraccién de 2 ucti de Fe - 59
administrados por via intracerebro ventricular dos dias antes del

sacrificio .
grupo de tejido c.p.m.Fe - 59 7 g tejido
animales
ratas control
M. Osea 205.635 + 1.2
Encefalo 208202 + S81
Cerebelo 369.117 + 555
M. Oblongata 110.35 + 0.1
M. Intestinal 1.476 +6
ratas anémicas
M.Osea 52.260 + 5001
reae
Encefalo | 4382.271 + 4806
e
Cerebelo - 387.8886 + 5354
[ )
M. Oblongata 1.037 =+ 2.49
[
M.Intestinal 2.313 + 54.5
e

S.E.: Significacién Estadistica respecto a controles
e : p < 0.001
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Tabla 18 : Concentracién de Metalotioneina en extractos

de Mucosa Intestinal de ratas sometidas a distintos tratamientos
después de homogenizar y centrifugar en las condiciones
resefiladas en material y métodos .

Grupo de Animales ug Metal /g M. In. ug Metals/g M. In.
¢ Zahler y Cleland > C E.A.A. D
Control 1.045 + 0.085 0.685 + 0.35
Control + 6 do. Cd 10.8 + 0.2 9 +0.1
N N.S.
Control + 6 do. Fe 1.01S + 0.15 0.35 + 0.05
N.S. N.S.
Anemia 1.87 + 0.089 0.145 + 0.01
" N.S.
Anemia + 6 do. Cd 10.95 + 0.18 10.425 + 0.08
o N.S.
Anemia + 6 do. Fe 1.128 + 0.275 0.73 + 0.04
e erent
S.E. : Grado de significacién respecto a
Controles .
e : P < 0,001
e : P < 0.01

N.S.: No Significativo
Zahler y Cleland : Determinacién de Metalotioneina por
el método de grupos disulfuro .
E.A. A. : Valoracién de Metalotioneina por saturaciédn con
Cd y posterior determinaciédn del citado por
Espectroscopia de Absorcién Atomica .
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Tabla 19 : Concentracién de Metalotioneina en extractos
de Ceredbro de ratas sometidas a distintos tratamientos , después
de homogenizar y centrifugar en las condiciones resefladas en
material y métodos

Grupo de Animales Hg Metal /g Cerebro Hg Metal /g cerebro
( Zahler y Cleland > C E.AAD
Control 3 + 0.44 0.14 + 0.05
Control + 6 do.Cd 3.49 + 0.44 0.42 + 0.01
E MM
Control + § do Fe 2.43 + 0.31 0.33 + 0.08
[ ] 296
Anemi a 3.47 + 0.12 0.7 + 0.1
22 »ent
Anemia + 6 do. Cd 5.38 + 0.08 0.85 + 0.05
N.S. iaiad
Anemia + 6 do. Fe 2.45 + 0.45 0.43 + 0.1
et 2363¢
S.E. : Grado de Significacién Estadistica respecto

a Controles
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wee : P < 0.001
we : P <C 0.01
N.S.: No Significativo .

Zahler y Cleland : Determinacién de Metalotioneina por el
método de grupos disulfuro .

E.A.A. : Valoracién de Metalotioneina por saturacién con Cd y
posterior determinacién del citado por
Espectroscopia de Absorcién Atomica .
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Concentracion de Metalotioneina en
Cerebro

ug Mt / g Cerebro

Controles Anemicas

Bl Ccontrot  ZZ cControl +8D.Cd [ ] Control + 8 D. Fe

Zahler y Cleland Fig. 21
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Concentracion de Metalotioneina en
Cerebro

ug Mt / g de Cerebro

0.8 g

0.6 -

0.4 -

0.2 1

Anemicas

Control + 8 D. Fe

E.A.A. ( Espectroacopia Absorcion
Atomica ) Fig. 22
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Tabla 20 : Concentracién de Metalotioneina en extractos
de Médula Osea de ratas sometidas a distintos tratamientos ,
después de homogenizar y centrifugar en las condiciones resefladas

en material y métodos

Grupo Animales Mg Metal. ~ g M.O. ug Metal. g M.O.
¢ Zahler y Cleland ) C E.A A D
Control 0.07 + 1.36 0.3 + 0.1
Control + 6 do. Cd 2.65 + 0.2% 2.1 + 0.3
e ]
Control + 6 do. Fe 0.87 + 0.07 0.22 + 0.004
ea e
Anemia 1.74 + 0.22 0.386 + 0.01
2 e
Anemia + 6 do. Cd 3.58 + 0.06 2.5 + 0.04
e e
Anemia + 6 do. Fe 2.08 + 0.11 0.43 + 0.06
N.S. N.S.

S.E.: Significacién Estadistica respecto a Controles
w3 . P < 0.001
* . P < 0.01
N.S. : No Significativo
Zahler y Cleland : Determinacién de Metalotioneina por el
método de grupos disulfuro .
E.A.A. : Valoracidn de Metalotioneina por saturacién con Cd
y posterior determinacién del citado por

Espectroscoipa de Absorcién Atomica .



Concentracion de Metalotioneina en
Medula Osea

ug Mt / g Medula Osea

NL

Controles Anemicas

Ell control

Control + 8 D. Cd Control + 8 D. Fe

Zahler y Cleland Flg. 23
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En las tablas 11 , 12, 13 y 18 ,10 ,20 se expresan las
concentraciones de proteinas totales y Metalotioneina en los
extractos de Cerebro , Mucosa Intestinal y Médula Osea .
procedentes del aislamiento y purificacién de la proteina motivo
de estudio , en los distintos grupos de ratas

A D Sobrenadante procedente de ultracentrifugacidén a
40.000 r.p.m. durante 60 minutos , de los homogenizados
correspondientes a Cerebro , Mucosa Intestinal y Médula Osea de
ratas control y anémicas , sometidas a diferentes tratamientos con
tampén Tris-ClH 25 mM , pH 7.4 Cp: v, 1 : 22

B d Sobrenadante procedente de la
ultracentrifugacién a 40.000 r.p.m. durante 60 minutos , extracto
procedente de tratamiento con calor a 80'C durante 5 minutos del

sobrenadante recogido en el paso anterior

En las figuras que se reseflan a continuacién , se
observa la diferencia de comportamiento cromatografico referente a
los distintos extractos motivo de estudio , en columna de Sephadex
G - 80 calibrada previamente .

Las fracciones recogidas a partir de la elucidn a traves de
la citada columna , se procedio a determinar las concentraciones
de Fe , Cd , Cuy Zn ; asi como las absorbancias obtenidas a 254
nm y 280 nm

En la fig.25 contemplamos la calibracién de la columna de

Sephadex G - SO con proteinas de peso molecular conocido :

- f3- Lactoglobina C Mr = 18.400 D
- Lisozima C Mr = 14.000 )
- Ribonucleasa C Mr = 13.700 >
- Citocromo C ¢ Mr = 12.000 O
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Representando en el eje de abscisas , el pesc molecular de
las proteinas resefiadas y en el de ordenadas el coeficiente de
reparto ¢ Kr D de cada proteina .

Una vez obtenida la recta , extrapolamos el Kr
experimentalmente encontrado de la proteina con Fe o Cd ,Cu o
Z2n, segun el tratamiento recibido por los animales con dichos

elementos , de tal modo se obtiene su pesoc molecular

En la fig. 26 contemplamos el perfil cromatografico en
Sephadex G - S0 de un extracto de Cerebro de rata control
Presenta 2 picos protéicos , de los cuales el de menor

peso molecular presenta baja absorcidén a 280 nm .

En la fig. 27 la composicidén en metales al respecto.

En la fig 28 apreciamos el perfil cromatografico a traves
de Sephadex G - 50 de un extracto de Mucosa Intestinal de rata
control .

Se manifiestan 2 picos protéicos , el de menor peso
molecular escasa absorcién a 280 nm .

En la fig. 29 contemplamos su composicién en metales.

En la fig. 30 observamos el perfil cromatografico en
Sephadex G - 50 de un extracto de Médula Osea de rata control

Presentando 2 picos protéicos . con minima absorcién a 280
nm.

En la fig. 31 se contempla su correspondiente composicién

en metales .

En la fig. 32 se presenta el perfil obtenido de la elucidn
a través de Sephadex G - 50 de un extracto de Cerebro , tratado
con Cd intragastricamente , por sondcda

Dandose la particularidad de presentar mayor absorcidén a
254 nm el pico de menor peso molecular , con respecto al extracto

control
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Estas fracciones asocian Cd , Cu y 2n » como podemos
comprobar en la fig 33 .

Similarmente podemos observar en los casos referentes a
Mucosa Intestinal fig 34 y 35 , asi como en Médula Osea fig 38 y
37 .

En las fig. 38 y 39 contemplamos el perfil cromatografico
a través de Sephadex G - S0 , de un extracto de Cerebro procedente
de rata provista de anemia ferropénica .

Observamos el pico de mayor concentracién es el que mayor
absorcién presenta a 254 nm , con presencia de Cd , Cu y 2n .

De igual modo podemcos indicar para el case de Mucosa
Intestinal fig.40 y 41

En cambio estas indicaciones se presentan en Médula Osea ,
con una incidencia muy exigia ., como podemos apreciar en las fig.
42 y 43 .

La representacidén de las Densidades Opticas determinadas

a 220 nm por HPLC , se pueden contemplar en las figuras :

44 correspondiente al cromatograma de Metalotioneina
patrén de conejo ., a 220 nm de Densidad Optica .

Figura 45 , en las condiciones anteriormente indicadas ,
perfil correspondiente a Médula Osea Control , fig. 48 referente
al perfil de Médula Osea tratada con 4 dosis de Cd y la fig. 47
corresponde al perfil de Médula Osea tratada con 6 dosis de Cd .

De igual modo se comprueban los perfiles correspondientes
a los mismos tratamientos indicados , en Cerebro ( fig. 48 control
48 tratado con 4 dosis de Cd y S0 con 8 dosis de Cd >

Asimismo en las fig. S1 correspondiente a Mucosa
Intestinal control , fig. 52 del mismo tejido con
tratamientoc de 4 dosis de Cd y la S3 Mucosa Intestinal con &
dosis de Cd .
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V . DISCUSION :

La Metaloticneina , proteina motivo de estudio en este

trabajo ., esta todavia por aclarar la funcién fisioldédgica
especifica C 68 , 68 > . Por las aportaciocnes de numer osos
autores , sabemos que liga metales e indican la conexién de la

citada proteina (¢ 48 D con el metabolismec del hierro y su
homeostasis , no deberia descartarse , la participacién de esta
proteina de bajo peso molecular , en nNUMErosos procesos de
regulacidén en los que intervengan metales .

La posible funcién reguladora de la Metalotioneina puede

cimentarse en los hechos siguientes :

La participacién de la misma en el incremento de la
actividad , mediante estimulo eléctrico en el conducto deferente
de ratén , motiva un posible efecto sobre la membrana neuronal
asi comoc en la sinapsis noradrenérgica. En concreto podria
expresarse su intervencién el aumento de liberacién
presinaptica de noradrenalina , o bién por un incremento de
la permeabilidad de la membrana post sinaptica para el Calcio
¢ 117 , 108 O . Estos y otros hechos experimentales nos inclinan

a pensar , en considerar esta proteina como reguladora del
metabolismo , y no especificamente como propia de un metal
determinado .

En este trabajo tratamos de aportar datos , sobre 1la

participacién de la Metaloticneina en el metabolismo y la
homeostasis del Hierro .La eleccién de anemia ferropénica para

llevar a cabo nuestiro estudio , se debe a los siguientes datos

ad- La Absorciéndel Cd a nivel intestinal . aumenta en animales
deficientes de Fe .

bd-La administracién de Cd en animales de experimentacién .
induce estado de anemia hipocrémica o microcitica
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c)-Los trabajos publicados de nuestro grupo de investigacidén ,
establecieron que la Metalotioneina se incrementa en duodeno , de
ratas con anemia posthemorragica .En ratas con anemia ferropénica
y posthemorragica la citada proteina se halla asimismo
incrementada en mucosa duodenal y en cerebro en la homeostasis

del hierro .

La Metalotioneina , proteina de bajo pesc molecular con
elevado contenide de restos de cisteina en su molécula C 30 % > ,
asocia elevado n' de Atomos de Cd que ingresan en el organismo .,
asi como el aumento significativo en la concentracidén de esta
proteina en rifién e higado , tejidos mas selectivos de acumulo

para la citada proteina .

Actualmente se ha comprobado "in vivo"” la asociacién de la
molecula de Metalotioneina con icnes Fe . no obstante en estudios
"in vitro" . su estructura contiene principalmente iones
diamagnéticos 2Zn ( II 3 y ~ o Cd € I1 > y en condiciones adecuadas

origina complejos paramagnéticos Fe ¢ II >.C 48 D

Los datos anteriormente expuestcs nos han orientado en
la posible participaciédn , en el metabolismo intracelular del Fe
de la Metalotioneina y de su proyeccién en la regulacidn

homeostatica a nivel de cerebro

Actualmente se considera que la absorcidén del Fe , esta
regulada por las células de la Mucosa Intestinal C 48 , 27
., 46 D> , nos han facilitado sugerencias para aportar datos en

el estudio y aislamiento de esta proteina en Cerebro

Mucosa Intestinal y Médula Osea"™ , asi como su relacién con la
"Anemia'" .

Como modelo experimental hemcs elegido la anemia ferropénica ,
inducida por dieta deficiente en hierro ; y la rata por su
facilidad de manejo , para tratar de dilucidar su mecanismo de

absorcién y homeostasis
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El estado anémico en ratas , se produjo mediante extraccién
de sangre por puncién cardiaca , dos veces semanales , asi como
administracién de dieta deficiente en Fe . Segin se ha descrito en
material y métodos .

La combinacién de ambos procesos , se debe a lograr nuestro
objetivo en un periodo de tiempo mas factible , ya que
suministrando unicamente dieta , se alargaria demasiado el

mismo Yy los resultados obtenidos son similares

Fueé seleccionado el sistema de puncién cardiaca » por
resultar el menos lesivo para los animales , proporcionando
excelentes resultados , manteniendo el estado general del lote

en experimentacién y baja tasa de mortalidad en la poblacidén
Otros métodos probados y desechados han sido : Extracciéon de
sangre por vena de la cola , arteria de 1la retina e
implantacién de canula en la yugular '

Para supervisar el estado anémico , consideramos los
paramétros intimamente relacionados con el mismo : Hemoglobina ,
hematocrito , proteinemia , hierrc sérico , capacidad total vy

libre de fijacién de hierro en suero .

Hemos hecho mas hincapié en las variacicnes de hierro
sérico Yy hemoglobina N de vital importancia en anémia
hipocrémica

La evolucidén de los resultados , sigue el curso normal a
medida que se implanta el estado anémico , como podemos

comprobar en el apartado de resultados .

El grupc de animales destinado a recibir dieta deficiente
en Fe . sufre una perdida de pesc con respecto al grupo de
control , estadisticamente significativo a partir de dia 11

Tales diferencias pueden estar motivadas por 1la dinamica
de adaptacidédn de los animales a la nueva alimentacién

Respecto al consumo de agua en los citados grupos ,
percibimos una notoria diferencia entre los animales en proceso
anémico y control ,» siendo mas elevado en aquellos con el fin

de restablecer la volemia
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Finalizado el proceso de implantacién del estado anémico ,
procedimos a la induccién de la biosintesis de Metalotioneina con
Cd en los animales Control y Anémicos

Con la aplicacién de distintas dosis de Cd , elemento
inductor de la citada proteina . ¢ 108 > , nos hemos inclinado por

la sexta dosis utilizada .

En principio el Cd ., inhibe la absorcién del Fe a nivel
de Mucosa Intestinal , produce anemia en animales de laboratorio
C 135 ) y en humanos C 48 O , asi como sus efectos téxicos son muy
conocidos . ¢ 118 D)

Otros investigadores han estudiado el proceso anémico y
observado que esta condicidn fisiopateolégica incrementa la
absorcién del Cd ,Fe y otros metales en ratones ¢ 54 , 141 D y en

humanos ¢ 41 ) . Por ello consideramcs la utilidad del estado
anémico en esta investigacién . que por las condiciones
fisioldgicas y de regulacién homeostatica del animal , se hallan

aumentadas las concentraciones en reacciones implicadas en este

sindrome .

En los resultados se puede apreciar que la administracién

de Cadmioco , como elemento marcador de proteinas con grupos
tidlicos ¢ - SH D> como la metalotioneina » induce a una mayor
incorporacién de este metal en mucosa intestinal de ratas

anémicas , con respecto a los animales control

Del mismo modo la médula osea y cerebro de los animales

sometidos a anemia ferropénica , acumulan mayor concentracidén de
Cd , que los mismos tejidos de ios animales control . Estos dates
nos 1llevan a sugerir , gque tratandose del marcaje de la
metalotioneina por el Cadmio , esta proteina podria hallarse

aumentada simultaneamente en los mismos tejidos
En todos los casos la acumulacién de Cd es superior en

Mucosa Intestinal que en Médula osea y Cerebro .
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Paralelamente los resultados obtenidos utilizando el
radionucleido Fe - 50 , nos indican de igual manera ,superior
incorporacién del isétopec en Mucosa Intestinal , Cerebro y
Médula osea de ratas anémicas que en las control

Es decir , que tanto el Cd como el Fe-88 nos han sido de
enorme utilidad y eficacia en el marcaje de proteinas con grupos
-SH ( tiélicos D , asociandose con enlaces mercaptidos .,
intimamente relacionados con el estado anémico .

Los datos discutidos viene corroborados por la determinacidn

de la Metalotioneina , en los mismos tejidos donde se
determino cadmio , observandose un incremente de sus
concentraciones en los animales anémicos desde el inicio del
tratamientoc con Cd , de forma mas acusada que en los animales
control , donde solo se detecta en cantidades apreciables la
metalotioneina nativa en Mucosa Intestinal , sin embargo , en
Meédula Osea Yy Cerebro la sensibilidad de nuestra técnica , o la
reducida cantidad de tejido utilizada , impide su deteccién .

Un hecho interesante , puesto de manifiesto en este Lrabajo
es que a medida que se agrava la condicién anémica de la rata ,
se incrementa paulatinamente la concentracién de metalotioneina
en Mucosa Intestinal 1y Cerebro ; sin embargo en Médula Osea el
incremento no es tan significativo , respecto a animales control

Tanto en el tratamiento con Cd como en el estado de anemia
ferropénica » se observan concentraciones superiores de
metalotioneinas respecto a animales control . Es decir , 1la
metalotiocneina es inducida tanto durante el tratamiento con Cd,

como durante la agravacién del estado anémico del animal
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Segun Webb y Verschoyle , estos hechos tienen la
interpretacién siguiente , las dosis iniciales del citado elemento
en animales de experimentacién , pone en marcha los mecanismos de
induccién de esta proteina . Una vez en accién , se procede a
secuestrar el metal , siguiendo la homeostasis sSu curso
normal .La metalotioneina gqueda acumulada en el organismo
O tejido , o es liberada y se dirige a otros tejidos donde

realiza su funcién biolégica , aun desconocida .

Nuestro estudio se centraliza en 6 dosis de Cd de 1 mg
Cd 7 kg rata -~ dia , tanto en animales en procesc anémicoe como
para los controles ; puesto que nos va a proporcionar los
niveles idoneos de la proteina , para estudiarla mejor en sus

facetas Bioquimica , Toxicolédgica y Patolédgica .

Basandonos en estas circustancias , optamos por emplear las
mismas dosis de Fe , para poder establecer variaciones respecto
a la sintesis de metaloproteina en relacién con este metal,

tanto en ratas control como anémicas y en los mismos organos

En efecto los valores de Hematocrito y Hemoglobina ,
durante el proceso de tratamiento de las ratas anémicas con
esto elemento , los parametros fisioldgicos tienden hacia
valores normales ., mientras que , en los controles no se
observan variaciones .

Por el contrario , con el Cd se agudiza el proceso anémico ,
con disminucidén de las concentraciones de Hematocrito y
Hemoglobina , en ambos grupos de animales , contrel y anémico
esto se debe a la caracteristica propia del Cd de producir
anemia en animales de laboratorio por competitividad con el
hierro , impidiendo su absorcién y transporte . Ampliamente

descrito por numerosos autores . ¢ 58 , 135 D
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En este trabajo se refleja también , que en la anemia
ferropénica de la rata , hay un aumento de las proteinas totales
respecto a las de las ratas control . Sin embargo las diferencias
no son estadisticamente significativas .

Su incremento es paralelo al de la metalotioneina ,y este
hecho acaece mas acusado , en animales anémicos con posterior
tratamiento de Cd

La Metalotioneina , posee un comportamiento muy similar a la
Transferrina , hecho que nos inclina a pensar , en una posibilidad
de participacidén fisiolégica de aquella proteina en el
transporte de Hierro o transporte dentro de la célula mucosal y

su liberacién al borde ocpuesto , es decir a la sangre .

Esto resulta de gran interés . considerando que hasta la
actualidad , la transferrina ha sido considerada como proteina de
transporte de hierro , desde las superficies absortivas a la
Médula Osea , quedando incorporado a la fraccién hemo de 1la
molecula de Hemoglobina , dandose esta circustancia tanto en el

hombre como en un porcentaje elevado de animales . El descenso de

la metalotioneina en la Mucosa Intestinal después de la
administracién de hierrc estable , tanto si se determinan sus ,
grupos tidlicos , con Cd y absorcidén atémica , como con el Ac.
5,8 - ditio bis -2 - nitrobenzoico ., sugiere que la

metalotioneina es una proteina de transporte de hierro .

En la literatura clasica . se han descrito dos proteinas que
unen hierro , relacionadas con su absorcién ., en diversas especies
de animales . Una de las cuales se ocupa del almacenaje de
hierro en tejidos , conocida por Isoferritina .C 89 , 104 ,
61 , 158 > . Relacionada directamente con los almacenes

corporales de Fe e inversamente con la absorcidén de Fe

La segunda proteina es la Transferrina , ¢ 52 , 62 , 142
.35 , 110 O , Vvariande sus concentraciones en sangre Yy
Mucosa Intestinal durante el transcurso de absorcién e

incorporacién de hierro y depésitos orgidnicos del mismo .



Edwards y Hoke ( 34 O detallan la presencia de tres
proteinas que unen hierro , en mucosa duodenal de ratones con
anemia ferropénica

De estas proteinas , dos son similares a Ferritina y
Transferrina , en cuanto a los niveles de las mismas en relacién a
ratones normales , concluyeron que los mecanismos en el interior
de la mucosa , respecto al transporte de hierro suceden
satisfactoriamente ,con a la deficiencia de hierro del animal

La tercera proteina , no estudiada por los autores
resefiados , presentaba un peso molecular de 10.000 daltons , muy
comparable con la Metalotioneina , motivo de estudio en el

presente trabajo Yy cuya identidad podria ser la misma

Los métodos de estudio para la determinacién de la
Metalotioneina , en los distintos experimentos llevados a cabo
¢ 161 , 101 O consistente en saturacién con cadmio y

determinacién del mismo por Espectroscopia de Absorcidén Atémica
la consideramos mas aconsejable , por su exactitud .

Este elemento , se suele unir totalmente y saturar a la
Metalotioneina , representandola a su vez , por su elevada
proporecidén de grupos - SH que captan el metal y forman grupes

merciptidos estables

A concentraciones bajas de esta proteina ,se
obtienen resultades concordantes , con los proporcionados
mediante la técnica de Zahler y Cleland

Para la purificacién de la proteina , motivo de nuestro
trabajo ., se somete a la acciédn del calor durante S minutes a
85 'C , dada la propiedad de la metalotioneina , de permanecer

estable frente al calor
Varios autores han basado el aislamiento y purificacién , de

la metalotioneina , apoyadns en la termocestabilidad de la

misma

186



Asi observamos que Shaikh , Smith C 128 , 128 ) describen el
procedimiento de homogenizacién del tejido , calentando a 8S'C
por espacio de 10 minutos ., posteriormente su separacién
mediante Sephadex G - 75 . Utilizan , estos autores , una
disolucién extractiva amortiguadora y centrifugan a velocidad
superior ( 128 )

Chang y cols. C 20 > Someten a 80 °*C durante 1 minuto ,
centrifugan y proceden a la separacién por Sephadex G - 75 y DEAE
- Celulosa , en gradiente Tris - ClH . y asimismo Cherian y cols.
¢ 21 > proceden a homogenizar tejido hepatico
con Tris - C1H , 0.1 M pH 8.6 , centrifugando a 10.000 r.p.m. por
espacio de 15 minutos , el sobrenadante obtenido lo someten a 80°'C
2 minutos , acto seguido proceden a centrifugar de nuevo a 10.000
r.p.m. durante 10 minutos .

Webb ¢ 148 D indica que la Cd-Metalotiocneina , permanece

estable frente al calor , considerando su purificacién mediante
un paso que incluya desnaturalizacién por calor ¢ 8 °*C , 10
minutos D) . Por este procedimiento podrian eliminar un =]e)

% de las proteinas totales y a continuacidén eluir a traves de
Sephadex , aislandec la Cd-Metalotioneina

En conscnancia con estos datos acabados de mencionar los

resultados obtenidos por nosotros muestran un rendimiento ,

unas 10 <veces superior ,» en las proteinas con cadmioc
procedentes de extractos de Mucosa Intestinal , de ratas
tratadas con este elemento , y utilizan el calor como medio

de purificacién ante la termoestabilidad de nuestra proteina ,
frente a los resultados de los extractos control

Se conoce C 10 D que las concentraciones relativas de

Cd ~ Zn son 1.4 veces superior , en extractos de higado

sometidos a calentamiento . respecto a los obtenidos no
siguiendo este sistema .

Estos hechos sustentan , la existencia en 1la fraccion
citosolica de células hepaticas , de Zn - proteinas con resistenciz

termica , en determinadas condiciones operativas
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Segun Webb ( 148 > en volUmenes elevados de extractos
de higado , son separadas por dialisis , las proteinas de alta
masa molecular relativa , sin pérdida de Cd ; el proceso
tiene lugar durante 18 horas a 4 °C , en volumen similar
de disolucién saturada de sulfato amdnico a pH 7.2 ; se
centrifuga y el sobrenadante , se somete a dialisis durante

24 horas , y se efectuan 3 cambios de disoclucién

amortiguadora 20 mM de fosfato a pH 7.4 .

Numerosos autores , utilizan la Cromatografia de exclusién
molecular , mediante columna de Sephadex , con el fin de aislar y

determinar el peso molecular de la Metalotioneina .
Entre los mismos podemos citar los siguientes :
Sephadex G - 50 ¢ 183 , 118 , 64 >

Sephadex G - 75 ¢ 97 , 147 , 256, 74 ., 19 , 83 ,
133 , 108 ,113 ,118 ,136 , 138 ,
112 , 147 >

En el sistema utilizado en este trabajo , con Sephadex
G - 80, la elucidn se verifica con el mismo tampédn utilizado
en la homogenizacién , no presentandose diferencias
significativas , con los resultadas obtenidos por los autores

anteriormente resefiados

Durante el transcurso del presente trabajo N la
metalotioneina de *“ Cerebro , Mucosa Intestinal y Médula Osea
de rata , con un peso molecular inferior a 10.000 daltons ,

presenta las caracteristicas propias de las Metalotioneinas
purificadas y aisladas en otros tejidos , dichas son : Absorcién
a 253 nm a pH 7.4 ( no absorbe a 280 nm , puestoc que esta
proteina no posee aminocacidos aromaticos ; unién a metales
propios de las Metalotioneinas ; bajo peso molecular y elevado

contenido de grupos tidlicos C -SH > .
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Es este trabajo , se corrobora que los extractos de
metralotioneina tienen hierro , siendo su concentraciédn superior,
en los animales anémicos tratados con hierro » Que en los
controles y por ende la metalotioneina acopla hierro , como
elemento nativo propio de la misma

Estos resultados aseveran nuestra opinidén . que la
metalotioneina es una proteina que participa en el metabolismo
del hierro , podria participar en el transporte del hierro , como
la transferrina , desde la célula de la Mucosa Intestinal
hasta la sangre , cerebelo y médula osea .

El nuevo concepto que introducimos en esta tesis , consiste
en la considoracir?n"”do’ “1la metalotioneina como proteina de
transporte de hierr‘o , con funcidén equivalente a la transferrina
sin embargo , sus propiedades . parecen reunir mayores
caracteristicas especificas , para el transporte del hierro que
las inherentes a la transferrina . Estas son , menor masa molecular
relativa » mayor facilidad para el transporte y difusién a
través de los poros tisulares , mayor efectividad de carga
férrica en el transporte .

La afinidad y labilidad para el hierro de la metalotiocneina
le confiere a esta proteina otra caracteristica primordial , como

se observa experimentalmente . En efecto los extractos procedentes

de ratas anémicas , sometidfas a tratamiento con cadmio , la
metaloticoneina alcanza su maximo de acumulacidén mucesal , al
quedar esta bloqueada por el cadmio , sin embargo la

administraccién de hierro exogéno induce a la pérdida del cadmio

y el retorno a los niveles de metalotioneina de los animales

contrel , difundiendo asi , esta proteina desde el epitelio
intestinal hacia sangre y tejidos . Los experimentos de
metalotioneina Fe - 59 y lcs respectivos radionucleidos y

tejidos principalmente Médula Osea , Cerebro , Higado y Bazo
( dérgancs hematopoyéticos D , sera el objeto de estudic posterior
a esta tesis .
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En extractos procedentes de ratas anémicas , sometidos a
tratamiento con Cd , la concentracién de Metalotioneina adquiere
su cenit , retornando a los niveles obtenidos en ratas control ,

en el caso de administracién exdgena de Fe .

Basandonos en la propiedad tipica de la Metalotioneina ,
de su tendencia a la oxidacién , en condiciones aerdbicas ( 94 O
originando de este modo agregados e incluso desplazamientos de
sus picos hacia fracciones correspondientes a moleculas de
mayor peso molecul ar . se procedio a desgasificar
el tampén empleado en la homogenizacién y en la elucidén de la
columna de Sephadex G - 50 , manteniendolo a borboteo

con Nitrégeno de forma continua ., en camara fria a 4 "C.

Los experimentos realizados con ratas anémicas y control a
las que se le administré el radionucleido Fe - SS9 , por via
intracerebro ventricular , demuestran asimismo , la mayor
incorporacién del isdtopo en las regiones cerebrales , mucosa
intestinal y médula osea , de los animales anémicos respecto a
los contreoles .

Estos datos corroboran los anteriores en otros tejidos y
por sonda intragastrica . Estos resultados , afianzan vy
aseveran , nuestra hipétesis , scbre la participacidén cerebral en

el metabolismo y homeostasis del hierro .

La ubicacién del metal , en la cclumna de Sephadex G - SO ,
se establece por Espectroscopia de Absorcién Atdmica ,
proporcionandonos el pico del metal Cd o Fe , que ha sido
inyectado en la rata . control o anémica . Ademas se determinan
cobre y 2Zinc , que a pesar de no ser inyectados , aparecen
espontaneamente unidos en cierta proporcién , en la molecula de

metalotioneina
Es interesante los niveles de Cu , Zn y Fe en ratas

anémicas administradas con cadmio . Asi en cerebro , se cobserva

en orden decreciente Fe > Cu > Cd > Zn ( este no significative D
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En médula ésea Cd > Z2n = Cu > Fe ( este no significativo 3,
en mucosa intestinal 2n > Cd > Cu > Fe C este elemento no

significativo > . En Cerebro , podemos aseverar que la
metalotioneina tiene en mayor proporcién Fe , Cu y Cd , segun
queda seffalado ., pero la concentracién relativa de 2Z2inc es
despreciable . En Médula Osea , el cadmio administrado ocupa

mayoritariamente los enlaces merciptidos en la metaloticneina ,
mientras que el Zinc y Cobre por igual tiene una reducida
distribucién y el hierro es despreciable . Mientras que en
Mucosa Intestinal . la metalotioneina , despues de la
administracién de cadmico en la rata anémica , aparenta tener
mayor concentracidén relativa de Zinc v luego de Cadmio y
posteriormente de Cobre , y no es significativa la concentracién
de hierro . Esto no contradice , los resultados anteriormente
expuestos , sobre el interés de la metalotioneina en la anemia ,
since que lo justifica , porque en la rata anémica . la
metalotioneina con hierro emigrara de inmediato desde la Mucosa
Intestinal , hacia la sangre y organos sistémicos , inducido
precisamente por la homeostasis del ststus del animal anémico
Sin embar go » en Cerebro protegido por la barrera
hematoencefalica , del acceso de cadmio , tendria mayor
concentracidn de metalotioneina con hierro .

La Médula Osea , sin embargo explica asimismo , por su
acusada acumulacién de cadmio , no solo el agravamiento de la
anemia por el citado elemento , sino la induccidén de la anemia por
este metal , puesto que tiene selectividad de acumulacidén en este
tejido y afinidad de acumulacién en la metalotioneina . pues
como se sabe , sus uniones con esta proteina son mas fuertes y
estables . Por consiguiente las concentraciones relativas , de
zinc y cobre en la Mt , son muy bajas y las de hierro no

significativas
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Para afianzar los resultados obtenidos en esta tesis y
considerar la calidad de los mismos , hemos utilizado 1la
Cromatografia Liquida de alta resolucién ¢ HPLC ) , que permite
cuantificar y separar las multiples formas de la metalotioneina
Se ha aplicado la técnica seguida por Hunziker y Kigi ¢ 64 > ,

que utilizan para higado humano ., y separan 6 isometalotioneinas .

Estos autores, sefialan que la rata solo tiene dos
isometalotioneinas , el cerdo siete y el conejo seis isoformas

En las ratas anémicas , se encuentra por consiguiente , una
superior acumulacidén de los metales estudiados , mientras que en
los control , las concentraciones son acusadamente mas bajas
Estos metales constituyen , en este trabajo , el indice de
metalotioneina . tratandose del pico en Sephadex G - 50 .
correspondiente a pesos mol ecul ares ’ propios de la
metalotioneina , cuya altura se eleva acusadamente , cuando se

induce esta proteina
Estos datos son corroborados , mediante la aplicacidén del sistema

HPLC , para el estudio de las isoformas de la metalotioneina.

En las ratas tratadas con cadmio , el pico en el que se
ubica este elemento , se inyecta en el sistema HPLC , su
elucién registra unos picos que caracterizamos y cuantificamos ,
por su tiempos de retencién , altura y registro cuantitativo

con sus porcentajes relativos .

La aplicacién de HPLC . a los extractos semipurificados
donde se ubica el cadmio , de lcs experimentcs en ratas contrcl
y anémicas , observamos que en las condiciones de trabajo . no se
detectan picos de metalotioneina en los animales control . Sin
embargo , los extractos procedentes de animales anémicos denotan
la existencia de S isometalotiocneinas ., respecto al perfil de
animales control . Estos picos correponden , a la regién de los
obtenidos c¢on el extracto control de la metalotiocneina de higado

de conejo , inducida con cadmio de sigma .
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Se observa , que a cuatro dosis de cadmico aparecen 5 picos de
metalotioneina , en Médula Osea , y los picos 1, 2 y 3 son los
que se incrementan en los animales , al pasar de cuatro dosis a
seis dosis de cadmio .

En Cerebro , en las mismas condicicnes y dilucién que en la
médula ésea , aparecen 6 picos de metaloticneinas , en el control
aparecen las isoformas 4 y S ; mientras que , en los extractos de
Cerebro tratados con 6 dosis de cadmio , se manifiestan 6
isoformas , siendo mas acusados las formas 1, 4 , 5 y 8 . Con
cuatro dosis de cadmio , por via intragéstrica , se hace patente
un perfil similar al control , lo que indica que el paso de cadmio
al cerebro es demorado por la barrera hematocencefalica ., y no
ha alcanzado la induccién de las isoformas de la metalotioneina
Se demuestra , por este experimento ,la existencia clara y
rotunda de las isoformas de metaloticneina en Cerebro y el
cadmio alcanza a partir del cuarto dia el cerebro , con la

consiguiente induccién de todas las isoformas de metalotioneina

En Mucosa Intestinal control , se manifiesta debilmente las
isometlotioneinas 2 ., 4 y 5 ; mientras que al aplicar cadmio , a
los animales anémicos ,» hay una marcada induccidn de
biosintesis de isometalotioneinas , muy acusada probablmente por
la condicién anémica del animal
Al aplicar 4 dosis de cadmio , el perfil de isometalotioneinas .,
pasa de tres picos , en el control , a 7 picos . Las
isometalotioneinas identificadas con claridad , respecto al
patrén propuesto en nuestro estudio , sont, 2, 3, 4 , 5, 6,
Yy 7 .

Con Seis dosis de cadmio por via intragastrica » a ratas
anémicas , se manifiestan también 7 picos de isometalotioneinas
De ellas , aumentan con respecto al incremento de la dosis de
cadmico , la numero 1 destaca de la 2 , la 3 destaca de la 4 ,
ambas 1 y 3 destacan asimismo de la § .
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Despues de estos datos , podriamos sugerir , que las
isometalotiocneinas 1 y 3 , podrian ser consideradas en la rata ,
como posibles marcadores de la intoxicacién con cadmio , por via
oral . Pero desconocemos si estas moleculas que se encuentran en
sangre , a una baja concentracién , podrian ser utilizadas como

diagnostico de intoxdcacién o exposicién a metales .

Estos resultados demuestran , que en la anemia ferropénica
de la rata , hay un incrementc de isometalotioneinas , en Mucosa
Intestinal , Médula Osea y Cerebro . En todos los casos existe la

presencia de hierro , zinc ¥y cobre en la metalotioneina , de los
animales anémicos .

La metalotioneina , parece participar , en el mecanismo de
absorcidén , transporte e incorporacién del hierroc y creemcs
tambien , del zinc y del cobre , en los mamiferos

las diferencias de concentracién de zinc , cobre y hierro , en
Médula Osea , Cerebro y Mucosa Intestinal . creemcs viene dada

por la presencia del cadmio y por la fisiopatclogia del status

anémico . En el Cerebro . la presencia de la barrera
hematcencefalica impedira o retrasara , por una parte la
presencia del cadmio en la molecula de metalotioneina , y por

otra la afinidad y selectividad del hierro por la metalotioneina
y el cerebro .

En Mucosa Intestinal , la presencia directa del cadmic por
su ingestidén oral decidiria su acumulo a asociacién a la
metalotioneina . Por otra parte , el cadmio , como es conocido ,
impedira por competitividad con el hierro , su presencia en este
tejido . Ademias la presencia exdgena del hierro , por ingestion
vuelve a la normalidad los niveles de Mt , en Mucosa Intestinal ,

la rapida difusién y transporte de la metalotioneina con hierro

elemento plastico Yy necesaria su presencia , en los organcs
sistémicos del animal anémico , serian causa de los bajos niveles
de hierro y de metaloctioneina en mucosa intestinal , de la rata

anémica , recien administrada de dosis exdgenas de hierro .
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Finalmente , en las ratas anémicas con 4 y 6 dosis de cadmio
se halla en médula , un nivel mayoritario de cadmio ., frente a
Zinc y cobre , unidos todos a metalotioneina .
El nimero de isoformas de metalotioneina se simplifica ., a1, 3,5
con la 8 y 7 en pequefia proporcién . Esto podria representar que
el cadmio tiene mayor especificidad , por las isoformas 1 , 3, y

S. por otra parte . al no ser significativos los porcentajes
relativos de zinc y cobre , hay menos heterogeneidad de
metalotioneinas © uniformidad ., en las especies moleculares ,

ocupados sus grupos tiolicos en mayor proporcién , por cadmio .
Este hecho explicaria , el acusado efecto del cadmio en agravar la
anemia y el inducir este elemento el status de anemia ferropénica
no solamente por competitividad ., con el hierro a nivel de la

mucosa intestinal.
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VI.~ RESUMEN 3

El presente trabajo , muestra la purificacién y detecta la
Metalotioneina , en Cerebro , Mucosa Intestinal y Médula Osea de
anifalex , coticretamente , ratax en estado anémico y control
estableciendo las analogias y diferencias presentes en los

tejidos resefiados .

La Metalotioneina es una proteina de bajo peso molecular , no
dispone de amino&cidos aromiticos , contiene en su molecula ,
un porcentaje considerable de residuos de Cisteina , es factible

su induccién por administraccién de Cd , asi como otros elementos

Se desconoce actualmente su funcién biolédgica , aunque es
probable su participacién , en la homeostasis y regulacién del

metabolismo de metales esenciales como Cu y Zn .

Estos hechos , junto con la absorcién incrementada de Cd en
animales deficientes de Fe , asi como la induccién en animales de
experimentacién de anemia hipocrémica , por establecerse una
competitividad entre aquel elemento y el Fe

Nos condujerén al estudio de la Metalotioneina en Cerebro .
Mucosa Intestinal y Médula Osea , relacionado con los estados de

anemia ferropénica en rata .

El proceso de purificacién de la citada proteina , en los
tejidos indicados , de ratas control y anémicas mediante
administracién de Fe y Cd por sonda intragastrica , con el
siguiente protocolo : Homogenizacién . sonicacion .
ultracentrifugacién , precipitacién de proteinas por accién del
calor ., cromatografia de Sephadex G - 50 , y cromatografia liquida

de alta presién .
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Los resul tados obtenidos nos conducen a obtener las
siguientes conclusiocnes :

1 - Incremento de metalotioneina , en ratas anémicas .

2 - El estado anémico eleva la concentracién de
Metalotioneina en Cerebro , Mucosa Intestinal y Médula

Osea de ratas tratadas con cadmio

3 - La Metalotioneina , sigue un comportamiento muy similar

a la Transferrina en estados de anemia ferropénica .

4 - La Metalotioneina asocia en su estructura molecular Fe ,
asi como otros elementos tales como : Cu , Cd y Zn .

S -~ La administraccién de Cd eleva la concentracién de
Metalotioneina en Cerebro , Mucosa Intestinal y Médula
Osea de rata , por la capacidad de aquel para inducir
anemia y establecer una competitividad con el Fe

8 - La Metalotioneina de Cerebro , Mucosa Intestinal vy
Medula Osea de rata , esta intimamente relacionada con
los estados de anemia ferropénica , proponiendo la
participacién de dicha proteina en el metabolismo del
hierro , en los niveles enumerados , asi como en la
homeostasis férrica .

7 - En HPLC , se corrobora el aumento de metalotioneina en

Cerebro , Mucocsa Intestinal y Médula Osea , de ratas

anémicas .
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