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En base a o anterior, ae% pertinenta revisar los temas de
intlamacién, ¥ el hierre ¥y sus proteinas trangportadoras, ton
wspecial énfasis en la ferritina. Despues se expondra la
hipttesis de trabajo, 21 material y métodos, los resultades y por

altimo 1a discusisn.

Este trabaio fue realizado en conjunto y bajo la direccian del
Dr. Pedro Reyes Lipez, Jjefe del departamento de Inmunologia del
Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez, y el Dr. Xavier
Lopez Karpovitch,del departamento de Hematologia del Instituto

Nacional de la Nutrician Salvador Iubirdn.



substancias en =l sitio de la inflamacién que producen dolor.
BEinembargo, cada diferente tejido y estimulo puede resultar en
una diferente mezcla de estos elenentos, tiempo de evolucion vy

resul tado.

El proceso inflamatorio tambien esta influido por e! estado
nutricional y hormonal dei individuo, asi come por factores
genéticos, AGn mas, los diferentes procesps que comprende 1a
inflamacidn representan una extensa red de mecaniamos, medla'dnl'es
Yy ctluias que’ interactaan entre =i. Esto provée un mecanismo
amplificador y preservador de la respuasta si uno de los
componentes ’esta deficiente o inactivog a;l también cilerton
slamentos son esenciales, como por ejémpla, las deficiencias en

la funcidn de neutrofilos resultan en respuesta inflamatoria

defectuosa, 1o que pusde ser letal. .

Todo esto suqiera'que la inflamacibn @% una reaccion benafica
de los tejidos contra la lesiéng de hecho, normalmente lleva a la
erradgicecién del agente causal y a la reparacion del tejido
lesionado. Esta pusde significar malestar y pérdida de la
funcisn temporales, pero finalmente es protector. Ep otras
ocasi ones, como en algﬁnn. aenfermedades humanas, la reaccién
inflamatoria es rcontinua, descontrolada, como en la artritis
reaumatoide, o bien produce destruccian tisular permanente {(8j.1
enfisema), © cicatrizacion con depdsito inadecuado de colhgena,

comb an la cirrosis hepAtica.




Aungque la inflamacian es una respussta inespeclfica, existen
‘grupoa de substancias quimicas (mediadores) que son el comin
‘denominadar, y cuya activacian vy/o liberacion evocan todos los
fendtmenos que asuceden en la inflamaciony awi, intarv?unan en el
aumento del flujo sanguineo, la permeabilidad vascular, Y
;mlgrnclon de células inflamatorias de la sangre; al llegar estas
al mitio de la lasion, las gélulas son estimul adas para fagocitar
bacterias Y detritus y para secretar muchas de sus enzimas

preformadas o sintetizagas en ese momento.

Todas estas reacciones estan controladas por sistemas de
r-trnnlim;ntacibn positivas y negativas a traves de mediadores vy
entos tambien intervienen en la rasolucien y cicatrizacion del
prnc-ng inflamatorio, Los mediadores o autacoides, no soclo son
los producidos por el organismo, sino que hay ciertos productos

Jbacteriancs y toxinas gque tambien tienen esta funcion.

Eximten tres smistemas amplificadoresn plasmAticos que producen
‘mediadores, las cininas, =1 de la coagulacién y el complementog
otros mediadores son  productos celulares queé pueden eatar
Ipr-furmldol Yy almacenados en granulos (comp la histamina en las
Cchlulam cebadas), o san sintetizados de novo {interleucina 1,
leucotrienos, mmediadores lipidos como los eicosannides o
‘derivados del Acido araguidénicol. Muchos mediadores producen =1
mismo wfecto, pero es probable que su importancia depenca del

tejido lemiohado y del agente causal. De la miema forma, algunas

mediadores tienan mis de un efecto en la inflamacisn,
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4.l_Batogenia

Central en el desarrollo del proceso inflamatorio ms 1la
vasodilatacién, ya que ®] flujo sanguineo local determina en gran
parte la cantidad de exudadeo producido. Son muchos los
nediadores que intervienen en la vasogilatacidn, entre ellows la
histamina y varios gicosanoides, aunque los mecanismos no estan
atn biein entendidos, se sabe que las prostaglandinas PGE2 y PGI2
inducen vasodilatacidn, y 88 han detectado an sxudados
inflamatorios, ademds ue ha chservado que a concentraciones
fisiolegicas pueden potenciar o)1 efecto de histamina Y
bradicinina. Este ualtimo efecto tagmbien lo ejercen los
quimi otactices leucotrienn Ba (LTB4), fragmentos de las proteinas
del complemento, C3, y la N-formil-meticonil-leucil-fenilalanina

(FMILPY .

Por otro lado, el trombosano A2, tambien producto del sistema
de la ciclooxigenasa, tienm actividad vasoconstrictora.
Slnembargq, el wfecto global de estos mediadores es dificil
doterminarlic va que Jlas prostaglandinas pueden tener afectos
diferentes de acuerdo a su conctentracitn y al tejido en el que
esten actuando. Esatas dos condiciones pueden determinar si su

sfecto serd pro o antiinflamatorio,



Durante el proceso inflamatorio, hay aumento -n la

parmeabilidad vascular #n por 10 menos dos faness:

a) una fase temprana, inmediatamente despuds de la lesidn, vy b)

una fazse tardia que inicia despukss de un periodo latente,

bariabl-. paro que dura horas ¢ incluso dias.

La histamina es5 la responsable de la primera fase) su fusnte
principal mon lae células cebadas y los Gagbfilon. Las cé#lulas
cebadas tisulares se localizan alrededor de 108 vasDs sanguinecos
'y msto explica que los efectos sean tan lpcales, Son varios los
sutimulos que producen liberacion de histamina, comor substancias

de bajo peso molacular, agentes fisicos, varias drogamn, IgE vy
utrn-. reacciones inmunolégicas, anafilotexinas (C3a y CSal), vy
!produntus del metabolismo del aclido araquidenica. Asi por
ejémplo, el Acido S-hidroxiperoxieicosatetranadico (3~HPETE) en

concentraciones diferentes produce ©o inhibe 1la liheracién de

histamina.

La fase tardia e mas compleja y se atribuye al efecto de
cininas, prostaglandinas, neutrofilos vy productos del sistema de
Jipookigenasa, La generacitn dm la bradicinina es complejap
prtmiru.‘nl factor de Hageman &s activado por contacto con una
‘superficis slectronegativa, y tambien es activado por kalikreina,
la cual a su vez rompe ®] kinindgeno para liberar asi
bradicinina. Las cininas son rapidsamente inactivadas en el
Plaama y tejidos por cinipasas, vy wn la circulacien son
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inactivadas cami completamenta al paso por el pulmen (por aceidn
de la enzima convertidora de la angiotensina). -Estus son algunos
de los mecanlismos de control generales de los mediadores de la
inflamacion pero algunos estados patolégicos pueden alterarlos y
perpetuar la lesion {(ej.1 la hipokia impide la inactivacion de la

bradicinina en el pulman?.

Otros mediadores que aumentan la permeabilidad vascular son el
factor activador plaquetario (FAP) *producido por neutréfilos v
células munpnﬁ:learasé. fibrinopéptidos, productos de degradaciin
de la fibrina, linfpcinas, las anafilotoxkinas C3a vy CSa (estas
Gitiman qu;:‘“ en {forma indirecta al prndﬁ:ir liberacion de
himtamina y/o0 quimiiotaxis), y productos de neuwtrafilos como los
l;ucntriennn v los radicales oxigeno té&xicos que ciertamente

sumantan la permeabilidad endotelial.

Al aumpntar la pn}m.nbilidad vagcular se produce el exudado
inflamatorio del cual el infiltrado celular es muy importante
ComD S8 verh. Al principio predominan lops nNeutrbdfilos y después

los mononucleares.

Se conucen con actividad quimiotactica fragmentos de los
componentes de! complemento (C3a y Clal, linfocinas, Ffragmantos
de fibronectina (atrasn monocitom), moleculas eosinofilotacticas
de las células cebadas, LTPA4, FaP, agi como productos
bacterianos. De los quimiotacticos masE potentes para los

nautrafilos s CSa, generado por accidn proteolitica de varias
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substancias socbre C5 (CS convertasa, plasmina, tripsina,
kalikreina, proteasas bacterianas v 1la enzima liscsomal elastasa
‘de naugrbfilns ¥ plagquetam). El fragmenteo CSa, glucoproteina de
73 aminoacidos, al igual que C3a es espasmbgeno, }1baradar de
histamina y potente quimiotactico. Se sabe que los leucocitos
pelimorfonucleares poseen en promedio 200 000 receptores para CSa
e su membrana. La union de CSa a la membrana produte activaclon
ceelular y movimiento orientado, ®seguido de internalizacisn del
complejo CSa-recaptor y su digestidn en los fagolisomomas; asi
miamo induite generacién de radicales 1libres de oxigeno vy

axocitosis de los granulos tHe los neutrofilas.

CIa y C(Sa dependen de la presencia de arginina {Arg.}
carhnu;terminal para su actividad biolégica espasmogénica. Una
enzima plasmatica, la carboxipeptidasa N, rompe la unidn de
arginina e 1inactiva C3a y CSa, de tal forma que pierden su
capacidad de contrasr el misculo lisc y de unirse a celulas
tebadas, pero no anula la actividad quimjiotactica de CSaj Cla
desfrg. estimula la secrecitén de los fagocitos smononucleares y
es mdz potonte quimiotidctico que CSa. Los fragmentos de CS no
S80lo atraegn neutrofilos, sino que tambien monocitos, n;utnoflluu

¥ bastfilosn.

Como we sabe bien, una caracteristica tentral del procesn
inflamatorio as Ia infiltracién celular =n low tejidos
losionados, Esto ocasiona dafo tisular por medio de liberacion

de las enzimas lisostmales vy de produccitn de radicales libres de
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oxlgeno; estos Gltimos tienen particular interes para 21 tema de

wste trabaijo, y se hablard de sllos mas adelante.

Las células que predominan en 21 infiltrado temprano son  los
leucocitos polimorfonucleares, vy mas tarde los mononucleareng
ambos contienen lisoSomas con varios mediadores que producen
inflamacion. Estas enziimas lisomomalaes ¥ proteasas son
secretadas durante la fagocitosis o cuanado estas celulas  son
gstimul adas por suparficies muy grandes para ser ingeridas
(fagocitosis ' frustradal; tambien 1los mismos gquimiothcticos
inducen secrecion de enzimas'y radicalaes libres de oxlgeno. be
las nnztma; lisosomales, las proteasan neutras actiGan a pH
neutros u alcalinos, puedsn regular la respuesta inflamatoria,
contribuyen a la destruccion tisular, y pearmiten que los
leucocitos emigren as la lesidn a traves de la membrana basal.
Entre lam proteasas neutras se cusntan a las colagenasas,
slastasa serina (de neutrofilos y monecitos) , la metalo-slastasa
de macrafagos y la catepsina G. Las proteasas Acidas funcicnan

principalmente en lisocsomas para digerir &) material fagocitado.

F12_Buperoxidop

Como describid el Br. Irwin Fridovich,comsn Jane, «l oxigeno
tiene dos caras, una ben#fica y una perjudicrial. 8in «1 0
2

molecular, todos los animales y la mayoria de las plantas
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moririas, pero puede s@r muy toxico para los sistemas biolégicos
a traves de sus productos al sufrir reducciong; westns Gltimios,
"por otrio lado, son altamente bactericidas. Los radicales 0

puaden nodificar estructuras protéicas, por ejémplo la de 1a alfa
1 antitripsina, inhibidora de proteasas. Mucho del ;nﬁn tamprano

en la inflamacién asi como parte del aumento en la permeabilidad

vascul ar| se atribuye a estas moleculas.

resante ver porqué o8 radicales libres de oxigeno son

os y eso lo podemags entender sl revisamos su estructura

icales libres de oxigeno son moléculas con electrones no

parsados | an la o4rbita terminaly estos electrones tienden a

parearse san reactivom con electrones del ambiente por ejémplo

con grupos 5H de las proteinas, 10 cual resulta an modificacion

‘emtructurhl de dicha proteina, © bien con lipidos y forman

endoperoxldo. Normalmente existe algun grado de reduccisn

del oxigeno por la via monovalente y necesariamente ia

primero:r radicales supsroxidos (0O ) y perdxido de
2

‘biclégica
producen

‘hidrbgenu {H 0) y despuds, =i astos Ro son totalmente
eliminadog, s producen radicales hidroxilo (DH.) y oXigeno

*singlet” ({ Q),
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OH + OH

Todas estas subutancias son reactivas y por 1o

para las

reactivo,

células;y especialmente e)] radical OH

tanto

Yy va fQue es 8] tercer infarmadiariu de

- 14 =

toxicas
sumamenta

la wvia



monovalente, 8u producclon puede evitarse =i =se eliminan los
primeros doas (O - vy HO Y. E1 O - es eliminado por dismutasas de
‘superosidos y Hzn puf zcatalasfs y pPeroxkidasas. Obviamente el
tema a@E muy axtenfn y complejo, y desborda los 1limites de este

trabajo, serd necessrio cantinuar con otra orientacion,

remitiendo al lector interesado a referencias especificas (1&),.

Dm los slementos que sn forma importante pusden participar en
la activacién del oxigeno molecular se cuentan al fierro (Fe) y
al cobre, ya que son los que abundan en los sistemas biologicos.
De wllos, el Fe y su papel an }n inflamacién =son de interés

central para el tema de esta tésis.

La activaciédn del O por'el Fe es un mecanimmo fisiclogico
normal, asi por ejeﬁplu. en el caso de la citocromo oxidama, la
snzima terminal de la cadena transportadora de slectronss, reducsa
‘el oxigeno molecular a agua usando Fe y cobre. En condiciones
patolbégican ascciadas a sochrecarga de hierro, priimaria o
secundaria, muchos de los efectos obsarvados se deben a

~ reacciohes de radicales 1libres de oxigeno que resultan de

alteracién en la regulacién de la activacian del O .,
. 2

Su3_Bnemia e _jinflamacion



La anormalidad en =] metabolismo del Fe asoclada a inflamacion
eatd bien documentada. Se caracteriza por un blogueoc en la
libaracisén del Fe de los tejidos, 1o cual reldlta an disminucion
del Fe sbdrico y de la saturacion de 1a transferrina, y por |Io
tanto hay eritropoyesis deficiente en Fe manifestada par
eritrocitos con poca hemnglobina y concentraciones aumentadas de
protoporfirina. De la misma manora, &sts impedida la liberacisn
del Fe proveniente del catabolismo de 1a hemoglobina en las

calul as del tejido reticulo-endotelial.

La supresibn de la liberacidn del fierre de los tejidos es un
comin denominador de varias entidades clinicas en las que hay
inflamacitn: infecciones, enfermedades del tejido conjuntivo,
enfermedadas proliferativas v lesiones traumaticasi en todas la
consecuencia es  anem:a normocitica normocrimica, toh Fe sérico y
capacidad de saturacidn de la ferritina bajos. Es razonable
asumir que el efectn de estas enfermedades en el intercambio del
Fa a8 una via final comin que es parte de un patrén general de

respuesta sistémica a Ia inflamacibn.

El aumento en la sintesis de ferritina (FET) &s la responsable
de que @] Fe "labile" (es decir, el Fe en depbsitos accesibles
para usa metabélico) msufra un cambio en ®mu metabolisma, se vaya a
los depbsitos de ferritina y por consiguiente eatd menos

desponible para poder ser liberado por los tejidos al plasma.

Konijin v cols. han demostrado que el aumento en la sintesis de

.
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FET ms una respuesta inespecifica primaria que es parte de los
wfactos sistémicos de la inflama:lbnrtraactante de fasse agudal)j y
‘que este aumento en la sintesis de FET no &8 el resultado de un
bloqueo en la liberaclien del Fe precedente, cnmq s8 pansaba
antes, sino que es 8l evenhto primario y es ol responmable de la

retenci én del Fe en los tejidos.

Estos sutores estudiaron el mecanismo del aumento de la
sintesis de FET an el higado y bazo de ratas durante las primeras
48 hs. de inflamacidn producida por turpentine intramuscular.
Demostrarcn que el aumento en la sintesis de FET precede & los
cambions &n &)l intercamblo doel Fe plasmatico; asi, a lan 4 hs, 1la
sintesis de FET era el doble de 1o normal y el Fe plasmatico no
habisa sufrido cambios, A las 12 hs., encontraron la méxima
reduccion del hierro plasmatico y la sintesis de FET habia vya

digminuido al nivel narmal.

-7 -




EL FIERRD Y SUS PROTEINAS TRANSPORTADURAS

OUIMICA DEL. FIERRD. En solucibn acuosa, el Fe tiene acceso a
dos estados de oxidacién estables: o] ferrcso {(Fa (II)) vy wml
férrico (Fe (111))., Eata propiedad sefala la participacién del Fe
en gran cantidad de reacciones bioquimicas incluyendo las que
controlan el flujo de electrones a través de vias biosnargaticasg
la activacion del O mplecular, nitrbogenc e hidrogenos 1a
descomposicién de derisadns thxicos del O tales como perédxido vy
Buperﬁxiﬁm la sintesis de DNAp y la fnl:nrpnrnciun de 0O ala
hemoglobina, mioglobina y hemeritrinas. z

Neilands ha dicho que LA VIDA, EN CUALGUIER FORMA, SIN FIERRD

LS IMPOSIBLE.

+# pH tisinlogico, se favorece la auto-oxidacidn del Fel(ll), ¥
la forma fisiologicamente estable es Fe(III}). Ginembargo, la
quimica del Fe(lil) libre a pH fisiolbdgico esth dominada por la

hidrélisie del FedIIID) qua da hidrboxidos y oxihidréxidos férricos



insclubles.

En vista de la encrme importancia del Fe como componente de
varias snzimas vy de la toxicidad debida a =u potencial para la
formacidn de radicales libres de oxigeno, los sistemas biolegicos
han desarrollado mecanismos para almacenar y transportar Fe en su
wstado trivalente socluble, +Fisiologicamente estable, En la
mayoria de los organismos éstas funciones 'las cumplen las
transferrinas vy la FET;, que son las proteinas transportadoras vy

almacenadora respectivamente del metabolismo del hierro.

TRANEFERRINA. Las tranmsferrinas son uwn grupo de proteinas do
cadena simple gue tienen dos sitios especificos para unir hierrog
estan ampliamente distribujidas en las células vy liquidos de los
vartebradas. Algo muy caracteristico de las transferrinas es la

asociacion de que para combinarse con e1 metal requieron unir

anicnes.

Se han descrito tres tipon de tranaferrinas, y cada una fue
descublerta antes de que L 1) reconociara que tienen
caracteristicas en comon. Asi, la transferrina sérica es 1la
mejor Conocida de este gruipo Y (1] lm 1lama tambien
serotransfearrina o siderofilina. La lactoferrina es la protaina
transportadora de Fe en la leche, lagrimas y leuvcocitos, tambien
ss conoce como lactotransferrina v la ovotransferrina, tambien

llamada conalbiumina.

La transferrina puede unirse a un miximo de 2 aAtpmow . de Fe
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por molécula. Los aAtomos de Fe de la transferrina son captados
por receptores de membrana en las células eritroides inmaduras, y

v

presumiblemente en otros tejidos.

La transferrina con 1-2 atomos g. de hierro por molécula , con
un pest mblecular de 80000, se une a receptores egpecificos en la
membrana plasmitica de las células. El giguiente paso eas
diacutible pert puede ser explicado por la ipteriorizacion da una
poreidn cde la membrana plasmatica, que contisng a la transferrina
unida, por medio de endocitosis, seguida por la fusion de la

vacuola endocitica con un lisosvma para formar un fagosoma.

.

El pH écide (aproximadamente de 4.5) en el interior del
fagonoma debe facilitar la liberacién del Fe de la transferrina y
el Fe podria ser asimilado por un agente gquelante de baje peso
mnlegular (como @l citrato) o por FET lisosomal. La apoferritina
entonces saria F;;rusada a Ia membrana plasmatica aspciada a su
receptor ¥ liberada para usarse de nuevo. El Fe después es

almacenato en la celula en la FET.

El contenido corporal total de Fe de un adulto humano eas
aproximadamente 3 g., siendo un poco mayor en el sexo masculino.
Un &6£5% me esncocuentra en la hemoglobina circulante y 104 en los
tejidos, principalmente en forma de &1Dglobina. paquaias
cantidades en laoa citocromow de las mitocondrias v an #nzimas que
contienen Fe como la catalasa. El resto del Fe, 207, asth

almacenado en dps formast upa forma soluble en agua (ferritina) y

[}



una insoluble (hemosiderinal.

Se caleula que gl promedio de los depasitos de Fe son 1000 mg.
.nn 2l sexo masculino y 400 mg. oen =l femenino. Esta diferencia
cen regpecto al'senu se refleja en la cantidad de FET circulante
en »l plasma, lo que confirma la utilidad de la FET sérica como

medida de los depésitos de hierro en el organismo.
€En la mayoria de las ctlulas la FET tiene dos funcionhest

1) Como un medio de mantener una reaserva de FE almacenado en la

celula para uso en la sintesis de enzimas que contienen FE, y

2) Como un mecanismo detoxificador que permite mantensr al Fe

en una forma soluble dentro de la célula.

Esto juniu con las obhservaciones de que la FET forma parte de
las proteinpas llamadas reactantes de fase aguda en 1a

inflamacion, indican el interés del estudio de la farritina.

EeA.Ferritiney Estructura y_funcipn

Laufberger en 1937 descritbid a la ferritina como una entidad

quimica, la principal proteina almacenadora de hierro.

La capacidad de las células para sintetizar FET parece ser Que
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se desarrolld tempranc en la evolucién de las especies. La FET
aparece primero como una entidad :ara:teriatiﬁa identificable en
los hongos (micoferritinal. La FET es un components de las
célulan de lam plantas (fitoferritina). Entre los animales se ha
identificado FET en llos tejidos de lombrices, anélidos,

crusticeos, insectos, pescados, anfiblos y mamiferos,.

En los mamiferos, son pspecialmente ricox en FET el higado, el
bazo y la médula ¢sea, aungue puede encontrarse en todos 1DB
tejidos, incluyendo ceé#lulas tumorales, ehn ®] sueroc ¥y células

sanguineas circul antes.

E= probable que la capacidad de sintetizar FET =nea universal,
como parte del squipo bioldgico da las células para utilizar el
Fe sin estar gxpusstas & los efectos toxicos del Fe en farma
fdnica. Asi, la células acumula una reserva de Fe aAlmacenadno aen
forma de FET que nc inactiva laws proteinas intracelulares vy

L]
conserva @1 Fe(Ill) wn forma soluble y accesible,

3.2.1 Estructura cde la farritina

La “ferritina mejor esstudiada es la del bazo del caballo.
Conwiute de un "armazdn" protéico hueco casli esférico

tapoferritinal y del corazén o centro fe&rrico.

La apoferritina tiene un pesc molecular de 430 000 a 490 000
daltons. Hoars y cols., usando e1 método da difraccion de rayos

X han podido estudiar la estructura general y 'lan dimensiones de



la apoferritina. De este modo, este esqueleto proteice esta
compuesto de 24 subunidades dispuestas en forma simétrica; tiene
‘una cavidad cantral con didmetro de 70-8B0 A y w1 diAmetro externo

we de 120~-130 A.

i

La movilizacion del Fe s2 dA a través de & canales de 10 A de
diametro que atraviezan la molécula. La westructura es muy

compacta, lo cual puede explicar su gran termosstabilidad.

Cada subunidad estd compuesta de cuatro alfa-hélices largas
dispuestas en 2 pares antiparalelos y una hélice corta, algo
pwrpendicular a é#stas y bordeando ics canales. Tienen un ata
axpuesta que conecta & los 2 pares de cilindros helicoidales vy
que puede smer el sitio susceptible al atagque proteolitico (Figura

2.

Ami, la subunicdad o casl un cilindro son un peso molecular de
19 00C daltons, un diametro de 27 A y¥ longitud de 55 A, con

alfa-hélices paralelas a 13 longitud.

"ﬁhs 24 subunidades se encuentran dispuestas de tal forma que &l
esgqueleto protéico contiene dos Capas de alfa-heélices
perpandiculares al vector radial. Casi 2/3 partes de la cadena
polipeptidica tienen una conformacibdn alfa-helicoidal y éata es
‘mAyor an la apoferritina que en la holoferritiona (apoferritina +
Fa), 10 cual sugiere que hay cambios «n la conformacion de la FET

al incorporar ésta Fe.



Las 24 subunidades sstan dispuestas simetricamente formando una

mol dcula casi esférica.

Hay tres aminoAcidos (Leu, Gli, Ala), que son basicos en la
confarmacion alfa~helicoidal, que comprenden casi el 40% de los
aminoAcidos de la mayoria de las FET. Adamas, la FET tien un alto
contenido de aminoaclidos neo polargas; esto eiplica su molubilidac
en sDlventes de baja constante dieléctrica y 1a disposicion
aparenta de gran namero de reasjiducs en e! ifnterior de la molécula

con varios contattos a través de los ejes dolbles.

Crichton: . cole. han propuesto caracteristicas detalladas de
la estructura de la subunidad. La mayoria de la tirosina vy el
triptofano s® encugntran an la interfasg hidrofobica entre las
subunidades, junto con lisina vy arginina, en donde fOorman unioches
sal con los grupns carboxilo de los aminoacidos dicarboxilicos
presantes en la superficie cpuesta de la subunidad. Las cadenas
lateralen carboxile en la superficie interna son esenciales para
.la capacidad catalitica de la FET para oxidar el Fe, ho ansi las

cadenas laterales de lisnina vy cisteina,

Varios estudios indican que la FET puede contener
carbohidratos; esto lo sugiere tambjen el hecho que la FET sérica
se une a safarcza de concanavalina A. Las propiadades
inmunol dgicas vy maéabalical de esta proteina pueden estar

influenciadas por su contenido de carbohidratos.

EL. CENYRO FERRICO. En la cavidad :antr?l de la FET puade



almacenarse el Fe inorganico. Cada molecula de FET puede
acomodar por lo menos 2500 Atomos de hierro. Se ha sugerido que
‘en la FET llena de Fe, la forma de la mictela de Fe 8w cdada por la

farma de la cavidad de la proteina.

El Fe se encuentra como fosfato oxido Férrico hidratado
polinuclear alrededor de l10s centros de Fe de 1a FET y de los
complejos de fFe-dextran. Los centros de pxihidroxido ferrico que
carscen de las moleéculas de Fosfato pueden ser liberados por
desnaturalizacion proteica con cloruro de guanidinio, Alcali,
acido acético o con sulfato dedecil sddico, y estos centro tienen

propiedades similares a los de la hemosiderina,

El centro férrico de la FET ha sido estudiadno por varios
meétodos fisicos incluyendeo difraccion ealectronica vy de ravos X,
madidas de susceptibilidad magnética, analisis estructural fino
lpur absorcion de rayos X, resonancia electrénica, espectroscopla
de Mossbauer y disperaidn de neutrones, entre otros. Los centros
‘farricos de la FET se ven sstructuralmente diferentes de algunos
de los 46xidos u oxihidroridos Fférricos mas comunes, pero spn

simiilares 4 lap moléculas ¢e Fe de la hemosiderina.

l.os centrom de# oOxido férrico hidratado de la FET westan
dispusstos an celdillas hexagonales simples de un tamaio

aproximado de 2.9 A y sus multiplos.

PREPARACION DE LA FERRITINA. La gran estabilidad de la FET a

tempuraturas elevadas y a substancias desnaturalizadoras permite



que la proteina se aisle con cierta facilidad para su estudio.
En los métodos de purificacian de FET, se calienta la muestra a
50-750F para desnaturalizar otras proteinas e inactivar protessas
pndogenas. Mas adelante, en el capitulo de Matertal y Matodos

hablaremns de una de las formas de analizar FET.

ESPECIFICIDAD TISULAR ¥ ESPECIES. ISOFERRITINAS. La mayoria de
las FET aia]gﬁna son una mezcla de dos componentes: la
apoferéltina natural y ®moaldculas que contienen cantidades
variables de Fe.. El contenido de Fe varia coh el estado

mptabolico del tejido del que se aisla.

‘Cara:terlsticas constantes en casi todas las FET son: contenido
de aminocacidos, tamaRo, distribucién de las subunidades vy su
astructura cuaternaria, morfologia en micrografia electroénica,
reactividad de las cadenas laterales, estabilidad de la
sstructura secundaria Y dominios de las interacciones

subunl dad-subunidad.

Las FET de diferentes tejidos y de algunas sspecies diferentes

muestran reactividad ipmunolégica cruzada,

Las FET de diferentes tefidos en una misma especie pueden tenar
diferencias &n wsu contenido de aminoidcidos y en su mapa
peptidico. Sinembargo, pueden encontrarse muchas secusncias
peptidices conunes en ellas y aln mas hay conservacion de algunas

secuenci as en diferentes especies.
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Los estudics de Richter y Munra han comunicado diferancias
electraoforéticas entre las FET de teldidos normales y las de
.calulas tumorales, asi como entre las FET de diferentes tejidos
da la misma espncié. Por ejémplo: las FET del corazon y de la
médula o=ea tienen 2 componentes electroforéticos. Aungue la
especificidad de especie es real, es dudoso el hecho de que en la
minsma especie haya una FET diferente en cada tejido, y tambien de

la axigtencia de una FET espetifica de tumores.

Uno de los hechos mas controversiales en cuanto a la bioguimica
de la FET es8 la microheterogensidad. EIl interés surgid cuando
por medio de métodos iln..lectr'icon B® bbservd que una preparacilon
‘pura de FET de un tejido podia consistir de una familia da

Ispferritinas. Eato sigue siendo tema de investigacien.

Los estudios del contenido de aminocAcidos en ferritinas de
ldiferentei tejidos de mamiferos asi como de pescados, anfibios,
hHiongos y plantazs muestran varias similitudes y hablan de la
conservacion doe la estructura de la FET & traviés de 1a
evolucian. El 25% lo constituyen aspartato, Jglutamato y sus
amidaw) 11-13% lismina y arginina; alto contenido en lesucina vy
hajo en ispleucina. Sinembargo algunos amincdcidos varian con
mAs facilidad comor serina, prolina, glicina, leucina, tirosina,
fwnllalanina y arginina; y como ya se menciond, hay diferencias
.an el contenido de aminoidcidos en las FET de diferentes empecies

y teajidos.
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Esto apova la conclusién de gue hay multiples formas de FET

{isoferritinas) en diferentes tejidos de la misma especie.

El término isoferritinas dencta una diferencia molecular entre
dos FET, de la miema forma gque las isoenzimas son distintas
formas moleculares con la miama propliedad catalitica. La
interrogante es si un #solo gen estructural codifioca el péptido
de 1la subunidad o si mas de un cistron existe en el genoma del

organiamo.

Drysdale vy cola, han concluido gque existen mas de 20
isoferritinas con punto isoeléctrico que varia entre 4.8 y 5.8 en

los diferentes tejidos humanos,

Hasta ahora =se ha propuesto que las jsoferritinas tienen
diferentes proporcionss de dos tipos de subunidades fue difieren
=n tamaRo, contenido de carbohidratos v propiedades
inmunolégicas. Por modio de electroforesis se han encontrado en
los depositos celulares cantidades similaree de dos tipom da
subunidadesr una con peso molecular de 20 000 —-21 000 designada H
("heavy” o tipo "heart"') y una de 19 000 daltons 1lamada L
{("light" o tipo “liver“); las dos han wsido aisladas Yy tiehen

diferente mapa peptidico.

Tambien se han obamrvado alguhas caracteristicas gensrales
sobre la distribucién de las subunidades, por ejémplo:r en =l
humano las FET del corazdn, rikén vy placenta y las de tejidos

pobres sn Fe o de cé#lulas cancerosas, genera}m-nta sOn ricoe en
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subunidades tipo H, en comparacion gon las de higado, bazo o
tejidos con alto contenido en Fe gue tienen gran cantidad de tipo

"La

No estd claro ain si las subunidades H vy L eson productos
primarios de genes o s2 generan de un solo precursor por procesoc

post—transcripcional.

Tambien se ha intentado correlacionar patrones de isoferritipas
& diferencias =n contenido de subunidades con propiedades
‘funcionales, Las i{soferritinas humanas mam Acidaa (H) tienen
mayor tentenido de Fe Y mayor capacidad de captar Fe. La cinética
da %,:glppauion de Fe por cada una de las isoferritionas tambien
‘dupende de pIl vy de la especie. En gl humano l1a FET con
componentes mas Mcidos captan el Fe mds rapidaments y en el
caballo scon las mas basicas las que son mas eficientas en esta

‘funci an,

‘3.2.2 Almacenamiento y Movilizacitn del Fierro en la Ferritina

No e conaocen a ciencia clerta los procescos  fisiolagicos que

llevan al depbmito del Fe o a sy liberacian da la FET.
La incorporacitn del Fe a la FET ha sido estudiada In vitro e

Iin vivo Y es muy probable que incluya un mecanismo owidativo.
14
Hay wstudios hedchos con lsucina y Fg marcados (leucina-Cc ¥
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19
Fa) que muestran que la apoferritina gradualmente incorpora el

Fe durante su vida en la gceélula. Si la cantidad de Fe
administrada os muy baja para inducir sinteais de FET, se

deposita en molécul ax de FET pre-existentes.

Las moléaculas gque tienean centros parcialmente llenos
(aproximadamente 1500 atomos de Fe por molecula) captan el Fe mas
facilmente que la apoferritina. Esta diferencia esn la captacion
del Fe puede deberse a un cambio en su localizaclon intracelul ar
al ir acumulando Fe o puede reflejar diferencias intrinsecas en
sus estructuras; tambien puede relacionarse en parte a gque al
existir ya ;dcelas do2 Fe, éatas a su vez exhnnen mas superficie

para gque se deposite mas Fe.

Los primeros estudics sobre el depésito de Fe ®en la FET
indicaban qus al Fel(ll) era rapidamante :nptadn. por la
apoferritina en presencia de un oxidante adecuado, y convertido a
su forma oxihidroxido (hidrolizado) de Fe(iIl). La naturaleza del
producto formado estaba detsrminada por l1a apoferritina y se
decia que l1la apouferritina jusga un papal catalitico en 1la
oxidacitn y depimito del Fe para formar FET. En base a estos
experimenton, fueron propusstos varios modelos para el depisito

del FE en la FET,

Un modelo supone que el Fe(ll) es oxidado a Fe(lll}) on sitios
cataliticos de la proteina, después migra al interior de ella en

donde es hidrolizado y precipitado formando asi una micela de
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oxihidréxido Fférrico (Fel(lIll})) en cuya superficie opocurra

'okida:iﬁn‘ hidrblisll.y deptsito de Fe subsecuentes.

Otro modelo asume gue existen sitios cataliticos gque unen vy
oxidan Fe(ll). El1 Fe(lll) formado migra al inferior de la
proteina en dande es hidrolizado y adherido en sitios de
heteronucleacién que acttan como focos para formacian subsecusnte
-de micelas de oxihidréoxido férrico. La diferencia esencial entre
aste mecanismo y €1 modelo anterior 88 que la apoferritina
participa en e] proceso del deposito de Fe independientemente de
la cantidad de hierro almacenado en su interior. En contraste,
wl primer modelo predice que una_ vex tniciado el depdsito de la
‘micela de Fe, el resto del Fe se depositara en la superficie de

dicha micela creciente.

Crichton R.R. (197%) propone un mecanismo molecular de
'uaidacibn del Fe por la FET que incluye activacién de oxigeno
molecular, y depasito del Fe(III) en ella. Para la elaboracion

'dl su modelo, las siguientes ohservacjones fueron importantes:

si o] oxigeno molecular es ®1 aceptor de electrones en la
oxidacion del Fe, entonces el mecanismo debe reducir el 0
molecular al nivel de oxidacion de]l agua, asi, dabemcs asumir quz
4 Adtomom de Fe son oxidados por cada molécula de dioxigeno
consumida, El depbOsito de Fe en la FET consume 0.24 mal de
‘dioxigena/atomo g- de Fe depositado en la FET. La segunda

observacién es gue =] Fe(ll) se libera de la FET al incubar con



alfa,alfa -bipiridit.
" El1 modelo de Crichton pusde resumirss en cuatro etapas:

1) El Fei{ll) se adhiera a 1Ds sitios de unidn especificos de
cadenas polipeptidicas adyacentes. Estos sitios tienen mayor

afinidad para el Fe(ll} que para el Fal(lll),
2) Una molécula de dionigano se une entre 2 atomos de Fe(ll).

3) Esta moleécula de dioxigeno ws reducida para formar un
camplejo perpro-terminal en &1 que el D estd en coordinacién con
los 2 atomos de Fe. La valencia furmalzda los atomos de Fe ahora
ea Fetlll} y el complejo peroxo estd estable o aj menos en

equilibrio con los intermediarios hidrolizados subsecuentemente.

4} En las etapas finales se supone que me hidroliza el complejo

pEroxo.

Como 52 puede ver, (Figura 3), agqul no se libera ningin Atomo
de O , pero ya hay evidancia do que el mecaniusnt para que esto
2

suceda &% que lleguen 2 Atomos mis de Fe(ll), se oxiden por medio
del intermediario peroxo y luego sean hidrolizados:

L]
2+ +
Fe{lll)-D-0-Fellll) + 2Fe * &H D) 4F@D.DH + BH
2
Por lo tanto no se han ididentificado supertxidos libres como
intermediarios en &1 dopésito de Fe pero si se ha visto gque s»
oHidan 4 Atomos de Fe por cada molécula de dioxigeno gque es

reducida.



Figura 2, Modalo sa una subunidod de opofanitine (Banyard y coli,, 1978): la subunidad
estd compussto de 4 hilices casl paralalos de 3.4-4.2 nm. de largo y uno hé-
lice corta colocoda casl en dngufo racto a ellos. Cuatre de fo1 hélices cortes |
[imiton los conales entre las subunidades en fa estructura cuatamarla, y fos hé
{1ces largos se ancuentron o lo fargo de los superficles molaculores . (Crichton,

p. &Y).
2Fe ll
> —...'l-n —-.
Q——— Q‘——'—
o Oy 2 Fall
Pl'-! e —-
O OH O©OOH ? oon oon/ ﬂ
- ‘ ll }oz . 3‘!0

!-‘lwrn 3. Modelo propuesto por Crichton y Roman en 1978 para ln axtdactén y d-p&lto
dal Fa en 1a FET, (Crichton, p.84)



Los mecanismos molecul ares de la hidrélisis del Fe(lll) Yy su
migracién submecuente a los.sitics de heteronucleacidon en el

interior de la FET no meran expuestos en esta revieion.

En lo que respecta a la liberacian del Fe dela FET, 1los
estudios sugieren que implica reduccien del hierrco a FellIl) vy
combinacion de éste con algin agente aiun no identificado. La
liberacién mas répida de Fe de la FET s# observa en condiciones
anaerétbicas por la forma reducida de FMN  an ?resencla de un
agents quelante del Fel(ll} cuomo es la alfa,alfa ~bhipyridyl, de

acusrdo a la reaccibdn:
. N I

FHNH  + 2Fe{III}————3 FMN + 2Fe(lD) ,
2 : « L-bipyridyl

Falll)—bipyridyl

FMNH pueds cbtenerse rapidamente de FMN y piridin-nucledtidos

2
reducidos (NADFH y NADH):

-+ +
NAD (PIH + H  + FMN———NAD{P) + FMNH
2

En condiciones aerdbicas, wl Fe es liberado de la FET por medio
de este mintema despuss de una fase de retrano que depende de la
concentracién de los reactantes usados. Esta fase de retraso
corresponde a la autooxidacion del FMNH por &l O disueltoj; =n
cuanto la concentracisn de 0 disminuye fbl}o de 2-§ umel /1., hay

2
reduccion y liberacidon de Fe que eventulmente ?lcanza un plateay
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que corresponde la movilizacion del 70% del Fe de la FET.

Es claro que la liberacion del Fe da la FET depande da la
concentracion de NADH y FMN; la flavina Juega un papel de

-coBenTima y se reduce vy sp oxida en forma alterna. .

Eato sugiere gque la liberacién de! Fe de la FET implica un
mecanigma reductor ep el gue la flavina es el mediador para
transferir los @lectrones de los pilridin-huelsédtidos reducidos al
.Fn. con raduccion concomitante del Fe « Fel(ll) seguido de su
ilib-rn:lbn par un quelante He bajo pesn molecular.

3.2.3 Blosintesin y Metabolismo de la Ferritina

El metabnlismp de la FET responde a la concentracién de Fe tanto
‘an w1 organismo como un todo, comn en tejidos individuales. La
administracién de Fe induce sintesis de FET en muchom tejidos de
h!ma!nl. en céhklulas de cultivo y en sistems libres de células.
El grado de induccion de sintesis es proporcional a la cantidad
de Fa administrada, bhasta gue se obtienen niveles de saturacibdn
wh la célula. El primer producto mintetizado es la apoferritina,
que va acumulnde Fe progresivamente. Al parecer, al incorporr =l
Fe la proteina se estabiliza, vya que la apoferritina es has
facilmente degradada in vivo que la FE}, la cual e= tambien menos
susceptible que la apoferritina a la degradacison proteolitica in

vitro.
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La sintesis de FET ocurre principlments en los polisomas libres
aunque tambien en los adheridos a la membrana. Munroc y cols.
sugirierocn que las subunidades de apoferritina Po unidas inhiben
la traduccion del ARNAm de FET uniéndose a &l por lo tanto 1o
hacen inaccesible para qQue Se incorpore a la sintesis de
proteinas. Cuando el Fa interact’'a con estas subunidades, las
dispsia del RNAm y estimula su uniadn para formar moleculas de
FET) ami, gueda libre el RNAm para traduccion y por lo tanto para
sintesis de mas subunidades. Desde luago que a‘n existen varios
aspectos por esclarecer en cuantoc a la Ilﬂt;lil y degradacion de

la FET y -l.un campc ablierto a la invn:tigacfﬁn.

3.2,4 Ferritina Béricar Usos Diagnosticos

En 19350, Mazur y Shorr demostraron que la ferritina no es
exclusivamente intracelular y que podia detectarse en a8l susro da
pacientes con ciertas enfermedades. Ea creyd por un tiempo que
la ferritinemia s=solp sucedia @n enfermedades hepaticas. Se sabe
ahora que la FET es un componente normal de! sSuero e incluso

refleja la reserva de hiegrro del organismo.

Los valores normales de FET sérica an o] adulto normal son de
&£0-140 ng/ml para al sexo masculino, y 3% ng/ml para =1 faemenino,

pera los valores varian de 10-200 ng/ml.



Los pacientes con anemia ferropénica generalmente tienen menosn
.de 12 ng/ml., ¥ aguellos con scbrecarga de Fe pueden tener hasta
*10000 ng/ml. S8 calcula gue en sujetos normales hay 1 ng/ml de
FET en suero por cada 8 mg. de Fe almacenado. ) '

Los valores séricos de FET son inversamsnte proporcionales a la
capacidad de fijacién dol Fe a la transfarrina v a la absorcidn
intestinal del Fe. Esta "ultima aumenta cuando los depésitos de

Fe ostan depletados.

Como ya se menciont, la anemia ferropénica se asocia a niveles
bajos ﬁé FET. En la anemia pernicioss hay niveles altos de FET
debido a que no se estan utilizando los depdsitos de Ff' esta
combinacién de niveles bajos de hemoglobina y altos de FET
tambien =ne wve &en la anemia sscundarjia a artritis reumatoide u
otras enfermedades inflamatorias crinicas o neocplasicas. Hay
‘mvidencia de que la FET ®s una de las proteina llamadas
rasctantes de fase aguda, comoc se comentt antes., Elin y cols.
‘demostraron que un molo episodio de fiwbre inducida
experimentalmente por endotoxina bacteriana produce welevacin en
la FET nérica y disminucidn en el Fe serico que persiste por

varios dias.

Par otro lado, cusl s la relacion del Fe vy la FET con las

superdxidos y el dafo tisular?
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3.3 _Hobrecarga.de Hierro. Activaeidn_de Duigepo_ y Dakg Tisular

La sobrecarga de Fe puede suceder por varias causas, perao como
el organismo solo puede eliminar { mg./dia, no puede compensar
esta scbrecarga aumentando la excrecidn del Fe. Entonces lo que
sucede es gue aumenta la FET hepatica que luege es transformada a
hemosiderina.

En esta situacidn, el Fe puede ser liberado, e producen
radicales lihras de oxigenn, los cuales dan daRo tisularg de
astos, @l mejor estudiado &5 la peroxidacion de los Jipidos de la
membrana. El Fe tambien puede aumentar el indice de oxidacion de
lipidos catalizando 1a descomposicion de hidroviperaxidos

lipidos.

Como sefaléd Graziann (1974), el hierro en su forma Fe(ll}) ea el
gengrader mas potente de radicales libres de oOxkigeno, ¥y por lo
tanto el potencial del Fe para oxidar los lipidos es mayor cuando
entd presente 21 Acido ascbérbico. La razon g8 que este acido
puede regenerar Fe{lI) a partir de Fe(III}. S5e ha observado que
uno de los productos poliméricos terminales de la onxidacien de
ins lipidos, 1a lipofuscina, esta presante en altas
concantraciones en laos tejidos de los pacientes con talasemia o

hemocromatosis primaria.
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La peroxidacién de los lipidos (una rancificacion oxidatival
reprasenta una forma de dafo tisuilar. Puede ser inicliadda por
'D 4 radicales libres de oxigeno ¥ por peréaxido de hidrogeno. Una
v:: iniciada, el proceso toma la forma de una reaccidn en cadena

de radicales libres que lleva a la Fformacion de perbduidos

prganicos y otros productos de Acnidos grasos insaturados.

El ac'mulo de peroiidos organicos y la oxidacidén de los lipidos

" de l;'mumbrana pone en peligro la vida de la célula.

Mmcanismos protectores contra la peroxidacison de los lipidos
incluyen enzimas que eliminan HO , peraxidos organicos vy
22
radicales oxigens, y 1la presencia de antioxidantes lipidoas
L)

pgturales tales como vl alfa-tocoferol (vitamina E}.

La formaci én controlada de lox endoperdxidos orghnicoms & partir
del Acido araquidénico puede Jjugar un papel benefico en la

sintesis de prostaglandinas,

El contenso general es que la peroxidacion de los lipidos de la
manbrana es una forma importante de dafo tisular que caracteriza
& las alterationes tisulares que se ven =2n la deficiencia de Vit.
E enperimental. 5e crée que la peroxidacidn de los lipidosw Jusga
un papel en &) proceso de envejecimiento celular y en =1 dako
celular inducido en drganos blanco por diferentes agentes toxicos

{comp tetracloruro de carbono, y paraguat).

Hay tres productos de la peroxidacidén de los lipidos de 1a



mesbrana celular que pueden producir dafo intracelular: radicales
libres de oxigeno,, hidroxiperinidos de Acidos grasom y productos

carbonil-terminales (come @1 malonaldehido).

Este dafio puede ser de tal importancia que tanto los radicales
libres de oxigeno como los productos carbonil terminales se les
ha demostrado capacidad mutagénica celular, 16 cual tiene gque ver

con 1a carcinogénesis.

Por otro lado las prostaglandinas son generadas por oxidacién
de Acidos grasos poliinsaturados como @] Acido araquiddnico. Son
sinptetizadas en respuesta a lesidn celular, por 3o que
representan un indice de lesidn celular y son agentes importantes
an la produccion de signos vy sintomas clinicon de la

inflamacion.

Eh tanto que la liberacion del Fe puede 4Yenerar radicales
libres de oxigeno y dafo tisular, la interaccien entre el
metaboliamo del Fe y las reacciones oxidantes de los radicales
libres == w=svidente. El Fe cataliza las roacciones que
conastituyen la reaccion de Haber y Weias:

oy + !‘e:’——-)c)2 + Fe?t

Fe?ts H05———PFe* + o™ + on

0; + H,0;—30, + OH + oH
¥Ya qus »l depdsito y liberacibdn dal Fe en la FET incluyen cambios
en #l  eptada redox del hierro, activacién del codnigeno a estado

peruxa, cuya reactividad como oxidante pue?e al parecer sar
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potenciada o incrementada por flavinaa, estan empezando a tomar
forma la relacisn entre la activacian de) oxigano y su toxicidad

'y el metabolismo normal y patolaglico del hierro. En sintesis:

La existencia de FET en todas las formas de vida eucariotes
thongos, plantas y animales) sugiere una funcibdn fundamental de
esta proteina almacenadora de hierro en el metaboliamo del mismo
de todas las células nuclesdas. Parece haber un equilibrio entre
la FET v alguna +forma de Fe' libre en‘el eitpsol. Asl, la FET es
un depssite que mantiene la concentracisn intracelular de hierro
libre dentro de ciertos limites. Bi el nivel de hierro libre
haja, se’'litera Fe de la FET, mientras que si aumenta el hierro
se induce su almacenamiento. El pivel intracelular del Fe 1libre
regula la tasa de biosintesis de apoferritina al variar la
cantidad de RMAm disponible para traduccisn. De esta manera, la
FET tiene las funciones de proteccién contra lnos efectos toxices
del exceso de Fe libre vy al mismo tiempo &8 uh gran depasito del
pntnl. La FET prevér un medio por &1 cual la cgélula pueds
disponer del exceno de Fe, convirtiéndolo en hemosiderina que

pusde aer encapsulada en granulos de siderosoma.

Munro propone que es posible que la diferencia del papel que
Jusgan los diferantes teljidos en w1 metabolismo del Fe =ea
dependiente del tipo de receptorss en sus componentes celul ares.
Asl por ajémplo, los fagocitos tales como las células de Kup¥fer
en el higado estan programadas para ingerir eritrocitom y para

cbtener #]1 Fe de su hemoglobina para que sea utilizabley los
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hepatocitos tianen receptoresa en sus membranas plasmaticas para
heme y hemoglobina libres unides a proteinas transportadoras y
para FET sérica. Lams celulas de la mucosa ;ntestinal tienen
receptores para Fe iénico, ¥y 14 mayoria de las células del
organismps tienen receptores para transferrina unida & hierro.
Pero la FET en todos los tejidos tiene las mismas funciones de

almaceén y detoxificaclon.

De lps 3.% g de hierrao en el organismo de un adulto hombre,
2.191 s2 shcuentran en la hemoglcobina circulante. Del r;ltn,
1.49.y la mayoria entad almacenado an forma de FET y
hnmu-iderin;. Estos depbsitos permiten tolerar por largos
periodos la deficlenclia de Fe antes de que se impida la sintesis
de compuestos esenciales que contiunen hierro combd  la
hemoglobina. Esto habla de una gran capacidad amortiguadora que
#s adecuada para la gran utilizacion ciclica del hierre (35
mg./dia}) y contrasta con la pequefa cantidad gque se abkaorbe

diariametne {1 ng. Fas/dia).

A tcdos lom niveles gquedan muchas interrogantes acerca del
papel de la FET a'n por esclarecer. Uno de estos amspectos, su
papel en el proceso de la inflamacion es gl que nos interesa en
este astudio, en particular en la sinovitis (inflamacidn de 1a

membrana sinovial).

- 41 -



™

HIPOTESIS DE TRABAJOD .

Como ya e mencione en la {introduccian, en la sinovitis existen
alteraciongs locales y sistémicas en el metabolimo del hierro.
'Con ?inas de referoncia, tomamos & la artritis reumatoide como

-

" mjamplo de sinovitis crénica.

La artritie reumatoide se caracteriza por exacerbaciones y
rdm;:innes Que aocurren espontaneamente por razones a'n
dasconocidass es principalmente una wsinovitis, aunque tisne dafo
‘sistémico, los problemas centrales estan en las articulaciones y
&an ol tejido sinovial. Hay destruccién de tejidos blandos,

‘cartilago y husso.

E) ostudic del tejideo sinovial de los pacientes con artritis
reumatoide proves informacidn valiousa acerca de la patogénesis de
cuta.nnfnrmedad. Aai buni, an una revisidn recientae de este
t-qa, Dacker J.L., y colwm. pressntan un modelo patogénico de la
'l!nuvlt!l roumatoide, y que es interesante sn los objetivos de
este trabajo, pues en alguno de los pasos dwl dafo tisular podria
"7 incluirse la participacitn de-1a FET y ol metabolismo del Fe, y
nos slrve como modelo de destruccidn tisular mediada por células
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en la sinovitis cronica. (Figura 3).

. En este modelo, las células T cooperadcocras en' la lrti:dlﬂciﬂn
son primeramente expuestas a wn antigeno. Después de mayor
estimulaci dn por macrafagos HLA-DR compatibles y por interleucina
1, estas T cooperadoras proliferan, secretan linfocinas y esto
amplifica y perpet’'a la respussta inflamatoria. Muchas de estas
linfotinas (Tabla I} act’an «obre el macrdfagh y aumentan su
actividad +Fagocitica y la secrecién de mediadores activos.
Ademas, oastas linfocinas pueden astimular a laos macrafagos a
liberar enzimas, tales como €] activador de plasmindgeno vy
colagenasa éue contribuyen al daRo tisular. . Lam linfocinas v
manocinas puedeh modular el crecimiento celular y la funcidn del

tejido conjuntivo.

La hiperplania de las células Binoviales y de fibroblastos que
ocurre wn ascociacion a la aparicien y persistencia de linfocitos
a8 un hecho temprano en la sinovitis reumatojde, Las células
mononucl eares dal tejido sinovial generan medi adores de

cracimiento de fibroblastos.

De esta forma las interacciones celulares participan en la
formacion y funcién del pannus, compuesto de fibroblastos
praliferando, numeroscos vasos Sanguinecs, coldgena y células
inflamatorias. Las cé#lulas inflamatorias a traves de la
liberacibn de factores solubles pueden mediar esta proliferacion

sinovial que posiblemente contribuye a los nivelss excesivos de
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calagenasa y prostaglandinas generadas en la -1novit1-; Que & Su

ver rontribuyven a la destruccian tisular. La erosisn del huesn,

cartilago y tejido conjuntiva ocurre an Areas adyacentes a estas
cédlul as, ,
Un producto de monacitoa, el factor celular maononuclear (MCF)

aumenta la secrecién de prastaglandinas vy colagenasa por las

célulan wninecviales y fibroblastovsa. Otra monocina, #1 Aactivador

=inovial astimila al activadar dal plasmindgena de 13-1)

fibrobl astas siinaviales y se ganera plasmina gque daia al tejido

eanfuntivo.

~-"t..n_l. monoci{tos tambien’ secretan 'cnlaganasa y prastaglandinas

cdnndn estan activados.

La deatrucci bn del cartijaga puede sor mediada por células del

‘pannus O por enzimas protecliticas de los condrocitosy  ssta

‘ltimia explica 1la deplacién de matriz en las Armas de cartilaga
que no tienen pannus.

for la tanta, la hiperplasia sinavial asi como la productién v

liberacisn de anziman degradantes gue coontrifayen - la

perpetuacidn y destruccidn tisular puaden ser moduladas por

sefiales de cdlulam mononurclearas.

Como vya =ae ha planteado, &0 la ainovitis reumatoide se

encugntran en forma constante depasitos de hierrc. EI Fe dariva

praedominantemente de hemorragias intraarticulares intermitentes y
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L 1] .lma:ena &n la FET intracelular. Blake y cola. informaron
que ®l nivel de FET &n e! liquido sinovial de pacientes con
;rtrltil reumatojide esta aumentado y correlaciona con la

presancia de complejos inmunes y consumn local de complemento.

For otro lado, s® sabe que losB macréfagos son capaces de
mintetizar FET, Blake y cols. han sugerido que los niveles de
FET minovial y sérica wson indicadores de inflamacion articular,
mimntras que la cantidad de Fe en la membrana sinovial estd

asociada con el grado de dafio erosivo.

Una ralacitn causa~efecto se apoya por la cbsgrvacisn in vitro
de que ‘ol Fe estimula & los fibroblastos a liberar colagenasa y
prostaglandina E mientras que la quelacidén del Fe influye en la
evolucion de mndslos animales de inflamacién tanto aguda como

crénica.

S ha propussto un mecanismo patogénico en @1 Que la carga de
Fe induce la msintesis de FET por macrofagos y que la produccion
de radiqal-l libres de oxigeno durante !a incorporacidn del Fa a
la FET lemicna a la cilula reduciendc =u funcien, lo que
indirectameante perpet’a la inflamacién. Es posible que el
estudic de la FET in saitu refleie algunas caracteristicsas de la

sinovitis, an especial en @] caso de la artritis reumatnide.

En base a estno, esstudiamos los niveles de la ferritina en

sangre, liquido sinovial y tejido sinovial en pacientss con

sinovitin de diferante origen para depostrar que esta

- 35 - .



ferroproteina es producte de sintesis local y probablemente

guarada raelacion con la patogenia de la inflamacidén créanica.
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MATERIAL ¥ METUDOS

Ea eastudiaron 41 enfermos consecutivos que acuden a la clinica de
Reumatologia _del Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio
Chaver, &n quienes se establecid diagnostico de acuerdo a
eriterios adeptados (37). En 24 cascs s tratd de mujeres 17
cavos correspondisron a haombres. 'La edad oacils sntre S y 7&

afos con un promedio de 39.

Los diaghomticos establecidos fusron: artritis reumatoide (17
casgs), gota (7 casos) y snfermedad por depdsito de cristales de
pirofosfato de calcio (1 caso), ostecartritis (4 camoms), lupus
eritematoso sistémico [ 3 CasDR) , sindrome de
artritis-pericarditis y cCamptodactilia familiar (2 (Y1 1-1 Y0
moncartritis (2 casos}, y uno de cada unc de las siguientes _
enfermedadess ficbre reumadtica, endocarditis ha:tuéiana subaguda -
p-aria-is} osteocondritis vy sinovitie villonodular pigmentada.
En todos los casns habia minovitis activa al momento del estudio

Yy s® practicd artrocentesis con la técnica habitual.

El liquido sinovial fue estudiado en sus aspectos citoquimico y

bacterioldgico con métodos establecidos. En ning'n caso, skcepto



wn ®l de sinovitis wvillonodular pigmentadaa se estudid liquido
sinovial hemarragico. En forma sisultdnea & 1a hora de la toma
‘del liquida sinovial, en 9% pacientes se tomd muestra de sangre

periférica para medir ferritina sérica.

En 3 pacientws que reguerian ciriugia articular se opbtuvo
ademhs de suwro y liguido sinovial, tejido sminovial durante el
acto quirdrgico.

o
Las musstras obtenidas se conservaron congeladas a =40 C hasta

que se midid ferritina.
Medicion de Ferritina:

Se midid ferritina usando el métoda inmuncoradiométrico descrito
por Miles y modificado por Alvarez y Loria. En breve: se pusieron
175 ul. de suero diluido con PEBES en tubos de poliestireno
I:ubinrton previamente con alb'mina bovina antiferritina fria, e
incubada por 24 horas a 4nc. Los tubom fueron lavados I veces con
PBS 0.1 M a pH 7.4. Daspues, s® agragarcn 200 ul, de
antiferritina radioactiva (30,000 cpm, actividad de anticiuverpo
aspecifico 2.45 uCi/ug), e Iincubados 24 horas a 4nC. Los tubos
fueron lavados 3 veces con PBS y colocados en un contador gamma.
Cada muestra fue probada por cuadruplicado y los datos ¢fumron
‘interpolados en una curva standard hecha por quintupulicado.
Para mvitar variacisn sntre laos lotes, todas las muestras fusron
probadas en una sola ocasitn (vartacien del coeficiente entrc
lotesi= o < 7%).
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Los anticusrpos anatiferritina para al andlisis fueran
Ernducidnn en consjos inmunizados con ferritina de higado humano
normal, purificada. Los valorss normales de ferritina en nuestro
laborateorio oscilan en hombres de 37-317 ug/L. Yy en mujeres de

20-203 ug/L. ®&n suero.
Medicion de ferritina tisulars

La FET presents en tejido sinovial se extrajo por
desnaturalizacian al calor (70-90001 por 10 minutps seguida de
precipitacién cnh sulfatn de amonioy el sohrenadante fus
suspendido de NuevD con ®olucién wmalina balanceada con fosfato
(PBSS), dializada contra PBSS para gliminar el sulfato de amonio,

Y an este dializado se midid FET.

Estadistica:r los resultacos se analizaron con la pruesba U de
Mann-Whitney para valorss no paramétricos y con carrelacian
linwal simpla. Los valores de FET en liquido sinovial se
correl acicnaron con los de suern, con pleccltosis sineovial, y con

FET tisular.
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;superiores a 10s del suero.

,

RESULTADDS

Sa analizo en forma simultanea FET en liquido sinovial ¥y aen suero
-n-h? casos. Los valores de FET sérica fueron de 18 a 115 ug/L
a(qrnmadin 58 ug/L) y en suero fueron de 12 a 23684 ug/L (promedio
387 - ug/Ld. Mo hubo correlacidn entre estos dos parametros

tr=0,235, p=0.78). La FET winovial tiende a tener niveles

Basados en estos datos, decidimos analizar la relacidn entre
1os niveles de FET sinovial vy el n'meroc de células en el liguido
sinovial. 6w @ncontrd que & mayor »'maro de cé#lulas los niveles
de FET aumentan en el liquido sinavial. La correlacison lineal de
astos dos parhmltr;a mostra signiflicado estadistico (r= 00,5429,

p<0.00%). (Figura 5.

Con @l fin de determinar ol posible origen de 1a FET an tejido
sinovial en %S pacientes en guienes e practicd tratamiento
Huirurgi:n articular. Ee cbmarvd una clara tendencia & que ol
nivel de FET extralible del tejido sinovial correlacione con el
nivel de FET pressnte en el liquido articular. €1 valor de r fhu
Fu 0.775 con una p>0.05 y <0.1, Es ppuible gue si se estudian mawn

- =0 -
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casos e alcance significado estadistico. (Tabla 1I).
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DISCUSION

Ente estudio muestra que la FET aparece en =l liguido sinovial
en el curso de artropatias inflamatorias como resultado de
;lktesis'lucal. afirmacién que se apoya en el hecho de que no hay
currilh;ibn entre la FET circulante y la winovial, easta “‘ltima
'Itilﬂn valores muy supsricores =n oCasicnes a los que sm encuentran

1 una toma mimultanes en el suero. .

Por otro lado, hay una definida asociacidn sntre la magnitud de
Ja sinovitis medida como plecocitomis sinovial y la cantidad de
.FET inmunoreactiva in situ)] ademis de que hay cierta r-laciah ton
uns tendencia franca A la asociascion con significado estadiwmtico
de la FET extraible del tejido sinovial y la FET presente en éste

fluido.

, Emte trabajo confirma 1los bhallazgos de Dlake y colm., VY
shcuentra apoyo en trabajos pravios de unno de nosotros
‘{Lopez~Karpovitch, 13 y 21) qums mostraron cnrrilncibn sntre los
niveles de FET wlevados y el n'‘mero do leucocitos en sl liquidb

shfalo-raquideo y en #1 suerao.
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El hallazgo de gue los niveles de FET extraible del tejido
‘sinpovial tienden a correlacionar con los det liguido sinovial,
Junto eon la falta de relacion entre estos ‘lkimus y los del
supro, apoyan el concepto de que la FET en el liquido sinovial es

resultado de sintesis in situ.

La posibilidad de que no solo &l n'‘mero total de cealulas, sind
la composicion de la poblacioen celular tenga influencia sobre los
niveles de FET sinpovial es sugerido por la observacidn de
cantidades mayocres de FET inmunoresactiva en los casos de
sipovitis crénica por artritis reumatvide, =n donde ademds de
fagucités pélimnrfunuclearan en el llquidn' sinovial 4 existe un
procesg inflltrativo cronico en el seno de la membrana con
predominio de células inmunocompetentes capaces de sintetizar
FET; @#n otras sinovitis la fisicpatogenia es distinta y hay solo

axudado transitorio de polimorfonucleares al liquido sinovial.

Es posibile que los nivelas de FET en artritis reumatoide
reflesjen la naturaleza criénica de la sinovitis y la sintesis
continua de la ferroproteina con difusidn al ligquido sinovial y
acumul aci on dada la aumencia de drenaja linfatico en las

articul aciones.

Hasta donde wsabsmns, eate estudio representa la primera
evidencia en lo que & cuantifitacién de FET en tejido sipovial se
refigre. El significado bipltgico de estos datos se ilustra con

wl hecho de que existen depésitos de hisrro en la mesmbrana



sinovial desde etapas tempranas en las sinovitis activas, proceso

que a su vez estd influenciado por las células fagociticas.

La FET se sintetiza en varias células, iincluyendo a los
macrafagos, Muirden y cols. (1967) demnstraron que los
macrbfagos minoviales o sinoviocitos A mintetizan FET al peonerlos
en contacto con hemoglobina, de la cual liberan el Fe. Este autor
detectd la FET por su centro electrodenso de Fe. En un estudio
similar, Blake Y cols. (1984) encontraron 105 mismon
resul tados. Ademds, estos ‘ltimos autores, encontraron Fe iibra
en walgunos macrafagos sinoviales de pacientes con artritis
raumatoide, en ausencia de FET dq lo cual infieren Que O no e
sintetizé FET o que se habia saturado y degradado =21 material
Perls’ positive que no reacciond con anticuerpos ¢on anticuerpos
anti-~FET. D& enta forma, sugieren que e« posible gque an
Slitvaciones no inflamatorias la produccian de apot.rrttinn en al
macrbdfago parece ser inducida por el fierro que entra a la
Cilula; y own situaciones inflamatorias hay cada vez mas evidencia
de que otros factores influyen en la produccion de FET {(como ya

s menciond antes con los estudios de Koniin y Harshko).

Por otro lado, Blake y cols,. sncusntran una asociacion
significativa entre la cantidad de FET en los macréafagos
fminoviales y la actividad de la llﬂDV{til reumatoide temprana
desde el punto de vista clinico & histolétglico) no sncontraron tal
relacion entre la cantidad de FET y &1 pronbdstico o persistencia

de la enfarmedad un afRo después. La cantidad d= Fe en tejido
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sinovial ne tuvo relacidn con la actividad de 1a aenfermedad pero

i s® asocio a pronéstico pobre.

Un mecanisimo posible que puwde explicar la toxicidad del Fe
cuando éate no estd incorporado en la FET es el que aep menciond
sntericrmente con respecto a_la generacion de superdxidos. Se ha
gamostrado que el Fellll) puede ser reducido a Su forma ferrosa
(Feill)) intracelularmente y éste cataliza 1la furm;:ion de
radicales libres de oxigeno y de peroxidos lipidos, por medioc deo
la rea:ﬁibnﬁ de Haher y Weiss} esto resulta en ruptura de
mpabranas lisosomales y liberacibn de enzimias hidroliticas. E1l
daRo asi prédu:idn en los macrdfagos y polimorfonucleares pusde

impedir su capacidad para eliminar a los complejos inmunes y agi

pusds perpetuar la inflamaclion sinovial.

McCord y Wong expusieron in vitro liguido sinovial de bovino a
suparbéxidos Yy sncontraron gran degradacidn de acido hialuranico
en 30 minutos, con pérdida de la viscosidad de dicho liguido.
Entos cambios in vitro son los gque we sncusntran in vivo an la
artritis reumatoide. Concluysn con essto y otros suparimentos,
que =l pipnl de los superdxidos es muy importante en la formacibn
de .&.m. que s ve en la respussta inflamatoria aguda y gue estos
son generados sn los fagocitos probablemente por medio de 1a

reaccibdn de Haber y Weins.

Por lo tanto el Fe sinovial purde influenciar adversamente a la

evolucién de la artritis reumatoide v otras sinovitis, Bon



necesarios estudios mas amplios scbre indicadores de actividad
inflamatoria in situ, ferroproteinas y ferrocinética para definir

‘wl papel del hierro y sus proteinas reguladoras en la sinovitis,
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Tabla 1

Productos de Linfocitos y Mohocitos Encontradeos en Lagquido
Ginovial, Tejiido Sinovial y Cultivo de Celulas Sinoviales de

pacientes con Artritis Reumatoide (Decksr, st.al., 1984)

Productos de Linfocinas,

Factor quimiotactico de menocitos

Factor inhibidor de la migracidn

Factor .inhibidor de la migracion leucocitaria
Factor mitogénico de linfocitos

Factor activador de fibroblastos

Productos de Monocitos -

Interlesucina I
Activador celular mononuclear
Factor actjvador de fibroblastos
Activador sinovial
Activador de plasmsinbdgenn
Col aganasa
Prostaglandinas
- Enzimas ligosomales



Figura 4§

Desntruccidn Tisular Mediada Por células wn Jja Sinovitis Crénica

&
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PGE2

PA A

COLAGENASA COLAGENASA
Mugpacrofago; T= linfocitos T3 ILl= interleucina 13 €TX= factor
gulaiotactico de monocitawg MIF= faactor inhibidor de macrofagown)
PA= activador de plasmindgenos C» condrocitomy A= activador
sinavialy FaFs factor activador de fibroblastoss Fw ' fibroblastowg
DAF= factor attivador de asteoclantos; Os= osteoclastomg MCF=
factor celular mononucliear. (Decker st.al., 1984).

’
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Tabla XIX. Cuantificacion de Ferritina en Tejido y

liiquido Sinovial

DIAGNOSTICO FERRITINA SINOVIAL
Telido llquido
. {ug/q) (ug/si)
Ostwocondritis 1.5 158
Lupus Eritematosn Sistemico 5.8 170
Sinovitis Villonodular Pigmentada 28.7 779
Artritis Reumatoide 53.5 19851
Artritis Reumatoide 101.5 135460
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