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Introduccién

Hace millones de afios el oxigeno redujo la concentracién de Fe+2 libre en los
cuerpos de agua.

El oxigeno (O,) apareci6 en la atmdsfera terrestre hace aproximadamente dos mil
doscientos millones de afios, como subproducto de la fotosintesis llevada a cabo
por las cianobacterias. La mayoria del oxigeno producido se consumié
inicialmente al formar los 6xidos metalicos que constituyen parte de las rocas y los
minerales actuales (Lane N, 2002). La acumulacion posterior de O, en la
atmosfera permitio la produccion de la capa de ozono (Os) asi como la eliminacion
del i6n ferroso Fe*? de los cuerpos de agua por formacién de compuestos férricos
(Fe™®) insolubles (Lane N, 2002). El hierro tiene dos estados de oxidacion
relevantes para sus funciones bioldgicas: Fe(ll) y Fe(lll). Al paso reversible de uno
al otro se debe su capacidad de participar en reacciones de transferencia de
electrones. El Fe(ll) es un agente reductor deletéreo para los seres vivos debido a
que produce el radical libre hidroxilo (OH’) téxico, altamente reactivo, mediante la
reaccion de Fenton:

Fe + H,0, OFe™+ OH + OH

La bajisima concentraciéon de Fe*? en los cuerpos de agua favorecié el
florecimiento de los seres vivos aerobios al reducir los niveles del radical hidroxilo.
El H,O, (perdéxido de hidrégeno) provendria de reacciones fotoquimicas entre el
agua de lluvia y el O, atmosférico provocadas por irradiacion con luz ultravioleta

(Lane N, 2002).



El hierro es esencial para las bacterias

El hierro es un metal esencial para los seres vivos. Actlla como grupo prostético
de catalasas, oxidasas, citocromos, y ribonucleotido reductasas (Bergeron RJ,
1986), proteinas que participan en funciones indispensables para la mayoria de
las células. Forma parte también del grupo hemo de la hemoglobina. La Tabla 1
muestra algunos ejemplos de enzimas y proteinas, tanto de mamifero como de
bacterias, que requieren hierro. Como puede apreciarse, el hierro interviene en un
gran numero de procesos bioldgicos esenciales, al funcionar como centro
catalitico de enzimas que participan en el transporte de electrones, en la
activacion del oxigeno, en la reduccion del peroxido, en la sintesis de
aminoacidos, en la fotosintesis, y en la formacion de los 4 desoxirribonucledtido
difosfatos (necesarios para la sintesis de DNA), a partir de los ribonucleétido
difosfatos por la enzima ribonucleétido reductasa.

Este metal es el micro nutriente mas importante utilizado por las bacterias, con
excepcion de algunos miembros de la familia Lactobacillae que no requieren Fe

para crecer (Archibald F, 1983).



Tabla 1. Ejemplos de enzimas y proteinas que requieren hierro.*

Funcién

Bacterianas

De mamifero

Union de oxigeno

Metabolismo del oxigeno
tipo hemo
tipo no hemo

Metabolismo del
peréxido y del superéxido

Transferencia de electrones
tipo hemo

tipo no hemo

Flavoproteinas

Leghemoglobina

Triptofano dioxigenasa
Catecol oxigenasas

Superéxido dismutasa
Catalasa
Peroxidasa

Citocromos
Sulfito reductasa

Proteinas hierro-azufre
Nitrogenasa

Glutamato sintetasa
Hidrogenasa
Ribonucledtido reductasa

Deshidrogenasa succinica
Nitrato reductasa

Xantina oxidasa

NADH deshidrogenasa
Formato deshidrogenesa
NAPH sulfito reductasa

Hemoglobina
Mioglobina

Triptofano-2,3-dioxigenasa
Triptofano hidroxilasa
Tirosina hidroxilasa
Cisteamina dioxigenasa
Prolil hidroxilasa

Lisil hidroxilasa
Fenilalanina hidroxilasa

Catalasa
Peroxidasa

Citocromos

Sulfito oxidasa
Proteinas mitocondriales
hierro- azufre

Ribonucledtido reductasa

Aldehido oxidasa
Xantina oxidasa
Xantina deshidrogenasa

*Adaptada de Griffiths E, 1987.




A mediados de los afios 1940’s se descubrid que proteinas que unen hierro,
presentes en la clara cruda de huevo de gallina y en el plasma humano, inhibian el
crecimiento de Shigella dysenteriae (Schade AL & Caroline L, 1944). Debido a que
la inhibicion del crecimiento microbiano se revertia por la adicion de hierro, se
concluydé que tales proteinas unian el hierro fuertemente haciéndolo inaccesible
para los microbios. La proteina bacteriostatica de la clara de huevo fue identificada
como ovotransferrina (o conalbumina) (Alderton G, Ward WH & Fevold HL, 1946),
y la proteina del plasma como transferrina.

Poco tiempo después se describio que la inyeccion de hierro a animales
incrementaba su susceptibilidad a la infeccibn experimental por diversos
microorganismos, entre los que se encuentran: Aeromonas spp., Clostridium spp.,
Corynebacterium spp., Escherichia coli, Klebsiella spp., Salmonella spp., Listeria
spp., Neisseria spp., Pasteurella spp., Pseudomonas spp., Staphylococcus spp.,
Vibrio spp., Yersinia spp., (Griffiths E, 1999) Mycobacterium avium (Dhople AM,
Ibafiez MA & Poirier TC, 1996), Mycobacterium tuberculosis (Gobin J & Horwitz

MA, 1996).



La biodisponibilidad del hierro es muy baja

No obstante que el hierro es el cuarto elemento mas abundante en la tierra
(O>Si>Al>Fe), su biodisponibilidad es muy baja debido a que se encuentra como
Fe(OH); insoluble. Se estima que la concentracion de Fe*® libre en solucion
acuosa a pH 7 es del orden de 10™*® M (Bullen JJ, Rogers HJ & Griffiths E, 1978);
o de 10° M asumiendo que el hidréxido predominante es Fe(OH)*; y no Fe(OH);
(Chipperfield JR & Ratledge C, 2000; Figura 1). Cualquiera de estos valores esta
por debajo de la concentracién micromolar requerida para el crecimiento de las
bacterias. De manera que estas se encuentran, en cualquier medio, con limitacion
de hierro; en el suelo o en el agua debido a la insolubilidad del Fe™ y en los
hospederos multicelulares debido a que el metal se encuentra unido a proteinas.
La limitacion de hierro disponible impide que los microorganismos patdgenos se
multipliguen en los hospederos; sin embargo, los microbios deben poseer
mecanismos de captacion de hierro puesto que muchos de ellos superan esa

carencia y establecen una infeccion.

Fe(OH), T Fe*3 +30H

+—

La constante de solubilidad es:

Ksp = 2x10-39 = [Fe*3] [OHJ?

" [Fe*3] = (2x10-39)[OH-]3

Si pH=7, entonces [OH] = 107 y

[Fe*3] = (2X10-39)(10-7)3 =2x10-39+21 = 2x10-18 M

Figura 1. Concentracion de Fe* libre a pH 7.



Metabolismo del hierro

Las proteinas que contienen hierro mas abundantes en la naturaleza son las que
poseen el grupo hemo (Figura 2). Estas son de tres tipos (Bezkorovainy A, 1987):
1. Acarreadoras de oxigeno (hemoglobinas de plantas y animales, mioglobinas)

2. Citocromos

3. Hemoproteinas destoxificadoras (Catalasas, peroxidasas, superoxido

dismutasas).

Figura 2. El grupo hemo.

El hierro se adquiere al consumir plantas (citocromos) y animales (hemo) como
parte de la dieta. El Fe™ de la dieta es reducido a Fe*? por una ferri-reductasa
duodenal en la superficie apical de los enterocitos; esta enzima podria ser la

reductasa Dcytb (Duodenal cytochrome b) u otra ferri-reductasa aun no



descubierta, toda vez que se ha demostrado que Dcytb no es necesaria para la
absorcién de hierro en ratén (Gunshin H, 2005). El Fe*? se absorbe por las células
de la mucosa del intestino delgado, es reoxidado a Fe*® (ver mas adelante) y pasa

al torrente sanguineo unido a la glicoproteina transferrina (Figura 3).
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Figura 3. Distribucién del hierro en el cuerpo. Un hombre adulto posee 4-5 g de
hierro. En el dudodeno se absorben diariamente 0.5-2 mg del Fe de la dieta; una
cantidad similar se pierde por la descamacion de las células epiteliales de la piel,
de las mucosas y de la vejiga. La mayor parte del hierro (65-75%) se encuentra en
la hemoglobina de los eritrocitos. La formacion de glébulos rojos consume
alrededor de 22 mg de Fe por dia. Aproximadamente 3 mg de hierro circulan
unidos a la transferrina. Los glébulos rojos viejos son fagocitados por los
macrofagos reticuloendoteliales; el Fe del grupo hemo se recicla. El exceso de
hierro se almacena en el higado, a razén de 5 mg por dia. (Modificado de Andrews
N. 2000. y de Anderson GJ, 2007).



La proteina DMT1 (Divalent Metal Transporter 1), también conocida como
Nramp2-l (por sus siglas en inglés, Natural resistance-associated macrophage
protein), presente en la membrana apical de las células epiteliales del duodeno,
es la encargada de bombear el Fe*? al citoplasma del enterocito (Forbes JR &
Gros P, 2001; Figura 4). El Fe* se exporta a la circulacién portal por la
ferroportina, un transportador situado en la membrana basolateral del enterocito.
Enseguida el Fe*? es reoxidado a Fe™ por la ferrooxidasa plasmatica
ceruplasmina o por la hephaestina localizada en la membrana basolateral del
enterocito. El Fe*® es capturado por la transferrina, la cual lo libera en la médula
Osea y en otros tejidos (Figuras 3y 4).

El complejo transferrina-Fe se une a su receptor (TFR) localizado en la superficie
celular y penetra a la célula por endocitosis (Aisen P, Wessling-Resnick M &
Leibold EA, 1999). La acidificacién del endosoma (pH 5.5) provoca la liberacion
del Fe, el cual es transportado a través de la membrana endosomal por DMT1 y
utiizado para sintetizar proteinas que contienen Fe. El exceso de Fe es
almacenado en la ferritina, una proteina formada por 24 subunidades que puede

almacenar 4500 atomos de Fe* (Figuras 5, 6).



. Transferrina

diférrica

Apotransferrina

Figura 4. Transporte de hierro a través de las células epiteliales del duodeno.
El Fe*® (no hemo) es reducido en el lumen intestinal por la reductasa Dcytb
(Duodenal cytochrome b) u otra ferro-reductasa no descrita ain. El Fe*? es
transportado a través de la membrana apical del enterocito maduro por el
transportador DMT1 (divalent metal transporter 1). Una fraccion del hierro se
almacena en la Ferritina. El Fe' es exportado a través de la membrana
basolateral del enterocito hacia la circulacién portal por la ferroportina. Este paso
esta acoplado a la reoxidacién del Fe*? a Fe*® por la hephaestina unida a la
membrana. En el plasma, el Fe** se compleja con la transferrina, la cual libera al
metal en la médula 6sea y en otros tejidos (ver figura 3). (Modificado de
Pantopoulos K, 2004).



Figura 5. Representacion tridimensional de la ferritina. La molécula esta
formada por una parte polipeptidica (apoferritina) y una micela de hidroxido-fosfato
de hierro [(FeEOOH)g(FeOOPO3H,)], en la que el Fe representa el 57% del peso
micelar. La apoferritina es esférica, su diametro externo es de 124-130 Angstroms
y el interno es de 70-80 Angstroms y contiene la micela. (Bezkorovainy A, 1987;
figura tomada de Wikipedia).



Transferrina
diferrica Apotransferrina

Figura 6. El ciclo de la transferrina. La transferrina diférrica se une a su receptor
membranal (TRF) y es endocitada. La acidificacion del endosoma provoca la
liberacién del ién Fe** y su reduccion a Fe*?, el cual es transportado a través de la
membrana del endosoma por DMT1. El Fe*? se utiliza para la sintesis de hemo y
de proteinas que contienen Fe. El exceso de hierro se almacena en la ferritina. El
complejo apotransferrina-TFR se transporta a la superficie celular y se libera la
apotransferrina. (Modificado de Pantopoulos K, 2004).



Otra fuente de hierro para los mamiferos es el grupo hemo, derivado de la ruptura
de la hemoglobina y la mioglobina presente en la carne de la dieta. ElI grupo hemo
se une al receptor HCP1 (Heme carrier protein), presente en las células del
duodeno, y el complejo es internalizado por endocitosis mediada por el receptor
(Shayeghi M, 2005). Se ha sugerido que la vesicula endosomal resultante migra
hacia el reticulo endoplasmico, en donde el Fe*? es liberado del complejo Fe-
HCP1 por la hemooxigenasa-1; exportado por la ferroportina y oxidado por la

ferro-oxidasa hephaestina, para finalmente complejarse con la transferrina.



Regulacién del metabolismo del hierro

La concentracion de hierro libre en los humanos y otros animales vertebrados
superiores es muy baja. EI metal se mantiene soluble al formar complejos con
moléculas acarreadoras, o reducido a i6n ferroso en el interior de las células. La
mayor parte del Fe*? se encuentra unido a la ferritina (Chasteen ND, 1998) y al
grupo hemo, ambos de localizacion intracelular. En el suero y la linfa el hierro se
encuentra unido a la transferrina (Aisen P, 1998) en tanto que en las secreciones y
en la leche de los mamiferos estd complejado con la lactoferrina.

Las transferrinas son proteinas que se encuentran en todos los vertebrados. Hay
tres clases principales de transferrinas: la transferrina (Tf, o serotransferrina
presente en el suero y en la linfa), lactoferrina (Lf, presente en la leche, saliva,
lagrimas, secreciones nasales, fluidos intestinales, moco cervical, fluido seminal,
calostro, leucocitos polimorfonucleares) y ovotransferrina (antes conocida como
conalbumina, presente en la clara de huevo). Cada una de estas glicoproteinas
esta formada por una sola cadena de peso molecular 80,000 que contiene dos
sitios de unién de hierro cuyas constantes de unién son <10%°. Las transferrinas
unen dos atomos-gramo de hierro por mol de proteina, pero en el plasma humano
s6lo 1/3 de los sitios de unién de hierro de la transferrina estdn ocupados por el
metal. La tabla 2 muestra las concentraciones de transferrinas presentes en

varios fluidos.



Tabla 2. Concentracion de transferrinas en varios fluidos biol6gicos*.

Proteina Especie Fluido Concentracién
(mg/ml)
Transferrina Humano 2.6
Conejo 2.8
Vaca 3.4
Perro 3.0
Suero
Lactoferrina Humano Calostro 49
Leche 1.0
Ovotransferrina Gallina Clara de huevo 125

* (Bezkorovainy A, 1987).

En el suero humano normal, la concentracion de Fe libre, en equilibrio con
transferrina-Fe, es 10™*® M (Bullen JJ, Rogers HJ & Griffiths E, 1978).

La mayor cantidad del Fe unido a ferritina se encuentra en el interior de los
hepatocitos, de las células de la médula 6sea y de las del bazo; el higado es la

principal reserva fisiolégica de Fe (Figura 3).

La regulacion del metabolismo del hierro en las células de mamifero se lleva a cabo
principalmente a nivel post-transcripcional. Estructuras de asa y tallo, conocidas como
IREs (Iron Responsive Elements; Figura 7) se encuentran en las regiones no
traducidas (UTR; untranslated region) 5’ o 3’ de los mMRNAs de genes que participan
en el metabolismo del hierro: Ferritina (5’'UTR), TFR (3'UTR), eritroide-5-
aminolevulinato sintetasa (5’'UTR; enzima que cataliza el paso limitante de la sintesis

del grupo hemo), DMT1 (3"UTR), ferroportina (5’'UTR).




Dos proteinas llamadas IRP1 e IRP2 (Iron Regulatory Protein) se unen a los sitios
IRE cuando las células estan expuestas a deficiencia de hierro. La unién de IRP a
IRE causa una disminucion en la traduccién del mRNA al impedir la formacién del
complejo de inicio de la traduccion (cuando IRE esta situado en la UTR del
extremo 5 del mMRNA), o estabiliza el mMRNA protegiéndolo del atague de una
RNAasa (cuando IRE esta localizado en la UTR del extremo 3' del mRNA)

(Pantopoulos K, 2004).

Figura 7. Secuencia consenso de IRE (Iron Responsive Element).

De esta manera, la deficiencia de Fe provoca el incremento de DMT1 (mas
absorcion de hierro en las células del duodeno; Gunshin H, 2001) y del receptor
para transferrina (mas captacion de Fe por las células eritroides de la médula
O0sea) y disminuye los niveles de ferritina (menos almacenamiento de Fe).
Adicionalmente, en deficiencia de Fe se incrementa la transcripcion del gen DMT1
en el intestino, por un mecanismo desconocido hasta ahora (Hubert N & Hentze

MW, 2002).



Cuando aumenta la concentracion de hierro en el citosol IRP1 e IRP2 no se unen
a los IREs, lo que conduce a que la célula incremente la produccién de ferritina al
mismo tiempo que disminuye la del receptor para transferrina (Figuras 8y 9) y la
de DMT1.

IRP1 e IRP2 son polipéptidos homologos de 889 y 964 aminoacidos,
respectivamente, que se localizan en el citoplasma. IRP1 es una proteina
bifuncional que actia como aconitasa citosdlica en células repletas de hierro o,
cuando hay carencia de hierro, como una proteina que se une a los sitios IRE en
las UTRs de los mRNAs. La funcién de IRP1 est4 determinada por la presencia o
ausencia de un grupo hierro-azufre ligado al sitio activo de la enzima (Figura 10;

Rouault TA, 2005).
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Figura 8. Regulacion de la traduccion del mRNA de ferritina por IRP1. Cuando
se incrementa la concentracion de hierro en el citosol, la célula aumenta la sintesis
de ferritina para que ésta capture el exceso del metal. IRP1se une al IRE de la
5'UTR del mRNA de la ferritina. La unién de IRP1 al IRE impide la traduccién.
Cuando el hierro se une a IRP1, ésta se separa del mRNA. (Modificado de Alberts
B, 2002).
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Figura 9. Regulacion de la traduccion del mRNA del receptor para
transferrina. Cuando se incrementa la concentracion de hierro en el citosol la
célula disminuye la sintesis del receptor para transferrina para evitar el ingreso de
mas hierro. La IRP1 estabiliza al MRNA del receptor para la transferrina al unirse a
la 3UTR ya que bloquea un sitio de corte para una endonucleasa. Cuando el
hierro se une a IRP1, ésta se separa del mRNA, el cual es degradado por una
endonucleasa (Modificado de Alberts B, 2002).
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Figura 10. IRP1 es una proteina bifuncional. En ausencia de un grupo [4Fe4S]
IRP1 tiene afinidad por los sitios IRE; en presencia del grupo [4Fe4S] actia como
aconitasa citosoélica. (Modificado de Rouault TA, 2005).

Para los propésitos de este trabajo, los aspectos mencionados sobre la regulacion

del metabolismo del Fe son suficientes; para una revision mas completa de la

homeostasis del hierro consultese la referencia (Anderson GJ, 2007).



Sideroforos

Los sideréforos son compuestos orgénicos quelantes de Fe*® producidos y
secretados por las bacterias cuando estdn ayunadas de hierro. Son compuestos
pequefios (masa molecular >1000 Da) que tienen gran especificidad y alta afinidad
por Fe*® (Ky >10%°) (Byers BR & Arceneaux JEL, 1998). Los complejos Fe(lll)-
sideréforo de las bacterias gramnegativas se unen a receptores especificos
localizados en la membrana externa y son transportados a través de la membrana
interna por permeasas ABC dependientes de proteinas peripldsmicas. En las
bacterias grampositivas los complejos Fe(lll)-sider6foro son reconocidos por
receptores especificos anclados en la membrana interna y luego transportados por
permeasas ABC. (Wandersman C & Depelaire P, 2004).

Los sideréforos son de tres tipos:

1) Tipo catecol, como la enterobactina que contiene tres moléculas del agente

guelante 2,3-dihidroxibenzoato (Catecol) unidos a una trilactona ciclica constituida

0]
PH
NH H~Fg*"

8]

por tres moléculas de serina (Figura 11).
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Figura 11. Enterobactina.

2) Tipo hidroxamato como la ferrioxamina, en la que tres moléculas de acido
hidroxamico forman un compuesto ciclico carente de carga cuando esta
complejado con Fe*? (Figura 12). Otro hidroxamato es la aerobactina (Figura 13),
sideréforo aislado por primera vez a partir de Aerobacter aerogenes, que es
producido también por cepas patdgenas de E. coli, particularmente por las
aisladas de hemocultivo, muchas de las cuales poseen al plasmido pColV-K30 el
cual contiene un operdén que posee los genes para la sintesis del quelante (aer).

(Neilands JB, 1995). Los genes aer también pueden encontrarse en el cromosoma

f O
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/ HN
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Figura 12. Ferrioxamina.
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Figura 13. Aerobactina.

3) Tipo carboxilato. Los &cidos dicarboxilicos o tricarboxilicos son buenos

guelantes de hierro. Un ejemplo es el citrato (Figura 14).

(‘JHQ— COO'\

HO—C —C0o0— Fe"

Y

CH,—CO0
Figura 14. Citrato férrico.

Para comparar las afinidades por el Fe que poseen los sideroforos y las proteinas
del hospedero que almacenan o transportan hierro, es Gtil recordar la definicién de
constante de estabilidad. En la reaccion entre el metal (M) y el ligando (L) para

formar el complejo metal-ligando (ML):



M+L & ML

la constante de estabilidad se define como K = [ML] / [M] . [L]

Obviamente, entre mas grande es el valor de esta constante, mas estable es el

complejo metal ligando. La tabla 3 muestra los valores de la constante de

estabilidad de algunos complejos de Fe*?.

Tabla 3. Constantes de estabilidad de algunos complejos de Fe™

Compuesto Constante de estabilidad a pH=7.0
Enterobactina-Fe™ 10°?
Ferrioxamina E-Fe™ 10%2
Ferricromo A-Fe™® 10%°
Transferrina A-Fe*® 10
EDTA-Fe* 10%®

Tomada de: Fuchs G, 1999.




Los ferricromos son sideréforos hexapeptidicos ciclicos (Figura 15) producidos por

los hongos que pueden ser utilizados también por las bacterias, por ejemplo por E.

coli.
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Figura 15. Estructura del ferricromo.



Sistemas de transporte para los sideréforos.

Proteinas de membrana externa son los receptores que unen fuertemente
moléculas grandes como los sideréforos y la vitamina B1,. Después de unirse a los
receptores multifuncionales los sideréforos atraviesan la membrana externa, por
un proceso que consume energia, y se unen a proteinas periplasmicas. La
captacion de los sideréforos-Fe(lll) ocurre mediante varios sistemas de transporte

dependientes de ATP (Figura 16).



Hidroxamatos Catecoles
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Figura 16. Sistemas de transporte de sideroforos-Fe en E. coli. Proteinas
receptoras localizadas en la membrana externa (ME) unen de manera especifica
hidroxamatos férricos (Fhua, FhuE, lut), catecolatos férricos (FepA, Fiu) y citrato
férrico (FecA) en un proceso que es impulsado por el potencial de la membrana
citoplasmica (MC) y mediado por el sistema de transduccion de energia formado
por las proteinas TonB-ExbB-ExbD (no mostradas en la figura). Proteinas
periplasmicas (FhuD, FepB, FecB) transportan los ferri-sider6foros desde los
receptores de la ME a permeasas (FhuBC, FepCDG, FecCDE) de la MC que
internalizan el ferri-sider6foro con gasto de ATP. T1, T5 y ®80 son fagos. DBS =
Acido dihidroxibenzoico. (Modificado de Braun V, 1995. y de Andrews SC,
Robinson AK & Rodriguez-Quifiones F, 2003).



Los siderdéforos liberan el hierro por:

1) Reduccién a Fe*? (el ferricromo no une Fe*?)

2) hidrolisis enzimética del sideroforo (enterobactina)

3) En el caso del citrato férrico sélo el Fe*® penetra a la célula.

Las bacterias que usan la enterobactina para captar hierro (E. coli, Klebsiella
pneumoniae, Salmonella enterica Thyphimurium y algunas especies de Shigella)
utilizan el quelante una sola vez, ya que el complejo Fe**-enterobactina es
hidrolizado por una esterasa especifica (codificada por el gen fes en E. coli)

cuando el compuesto entra a la célula, produciendo 2,3-dihidroxibenzoilserina que

se descarta (Figura 17).
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Figura 17. Hidrdlisis de la enterobactina. Los enlaces del triester ciclico de la
enterobactina-Fe*®> son hidrolizados por una esterasa produciendo 2,3-
dihidroxibenzoilserina.



Aunque algunas bacterias producen exclusivamente un sidero6foro, otras secretan
varios tipos. Algunas cepas de E. coli producen enterobactina y aerobactina, lo
cual les permite competir mas exitosamente por el hierro en el hospedero, ya que
la enterobactina es inactivada por la union de albimina sérica, mientras que la
aerobactina no.

La enterobactina y la aerobactina son producidas por miembros de la familia

Enterobacteriaceae: E. coli, Salmonella, Shigella, Yersinia y Klebsiella.



Reduccion del Fe™ y transporte de Fe*?

Muchas bacterias secretan reductasas capaces de reducir el Fe** a Fe*? (Cowart
RE, 2002; Adams TJ, Vartivarian S & Cowart RE, 1990; Johnson W, Varner L &
Poch M, 1991) y son capaces de transportar al hierro ferroso mediante un sistema
denominado Feo, distinto del mediado por sideréforos. Este sistema esta
codificado por los genes feoABC, los cuales forman un operén (Figura 18), son
inducidos por anaerobiosis y reprimidos por hierro. Los genes feoABC se
describieron inicialmente en E. coli (Hantke K, 1987) y estan conservados en
muchas otras bacterias, aunque en algunas solo se encuentra feoB (Hantke K,
2003). El gen feoB codifica para una proteina de 773 aminoacidos (FeoB) que se
encuentra unida a la membrana citoplasmica, posee actividad de GTPasa y
contiene un sitio de unién para Fe*? (Marlovits TC, 2002).

El gen feoA codifica a la proteina FeoA, de 75 aminoacidos, y el gen feoC
(anotado en el genoma de E. coli K12 como yhgG) codifica para una proteina de
78 aminoécidos: FeoC.

El sistema Feo es importante para el transporte de hierro (incluso en bacterias
incapaces de reducir el Fe* a Fe*?) cuando hay poco oxigeno, condicién en la que
el Fe*? permanece estable y predomina sobre el Fe*. Las mutantes feoB™ de E.
coli y Salmonella tienen disminuida su capacidad para colonizar el intestino de los
ratones probablemente debido a su deficiencia para transportar Fe*? en el
ambiente anaerdbico del intestino (Stojilikovic I, Cobeljic M & Hantke K, 1993;
Tsolis RM, 1996). FeoB también se requiere para que Helicobacter pylori colonize

la mucosa gastrica del raton (Velayudhan J, 2000) y para que Legionella



pneumophila sea capaz de crecer en células en cultivo (Robey M & Cianciotto NP,
2002).

La captacién de Fe™ esta sujeta a represion por hierro y esta des-reprimida en
una mutante fur’. La region rio arriba del promotor del operon feoABC posee un
sitio de unién de Fur (ver mas adelante) al que se ha demostrado que se une la
proteina Fur in vivo. Esta region promotora posee también un sitio de union de Fnr
(Figura 18). La proteina Fnr activa la transcripcion de genes requeridos para el
crecimiento 6ptimo en anaerobiosis. Se ha demostrado que la expresién de B-
galactosidasa a partir de una fusion feo-lacZ es menor en una mutante fnr' que en
la cepa silvestre. De modo que la activacién del operdn feo por Fnr podria servir
para acoplar la captacién de Fe*? con el crecimiento en anaerobiosis, condicién en

la que predomina el hierro ferroso. (Hantke K, 2004).

feoB feoC

Fnr Fur

Figura 18. El operén feo de E. coli K-12. La flecha indica el sentido de la
transcripcién. Fnr= sitio de unién de la proteina Fnr. Fur=sitio de unién de la
proteina Fur (Fur-box).



Lactoferrina y transferrina como fuentes de hierro

Existen otros sistemas de captacion de hierro, ademas de la produccion de
sideroforos y del sistema Feo. Algunas bacterias patdgenas, por ejemplo
Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus influenzae, Bartonella quintana, Shigella,
E. coli,...poseen receptores en su superficie externa que les permiten unir
transferrina o lactoferrina y utilizarlas como fuente de hierro (Blanton KJ, 1990;

Gray-Owen SD & Schryvers AB, 1996; Ekins A, 2004).



Hemo como fuente de hierro para las bacterias

Algunas bacterias patégenas son capaces de utilizar el hierro del grupo hemo del
hospedero ya sea secretando una proteina especial que une al hemo (hemaoforo) o
mediante receptores especificos para hemo, hemoglobina o hemopexina, los
cuales extraen el hierro y lo transportan a través de la membrana externa (Hantke
K, 2003; Carrol JA, 2000; Stugard CE, Daskaleros PA & Payne SM, 1989).

En Haemophilus influenzae se ha descrito un hemaéforo formado por la proteina
HxuA la cual es secretada por una via dependiente de péptido sefial. HxuA
adquiere el hierro de la hemopexina y lo presenta a HxuC, un receptor especifico
de la membrana externa.

Otro sistema de captacion de hemo se ha descrito en varias bacterias:
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Serratia marcescens y
Yersinia pestis. Estos heméforos llamados HasA (por heme acquisition system),
constituyen una nueva familia de proteinas que carecen de péptido sefial y son
secretadas al exterior de la célula por transportadores ABC. Una vez en el medio
HasA capturan al hemo libre o lo extraen de la hemoglobina y lo presentan a
receptores especificos de la membrana externa. Estos receptores son esenciales
para la captacion de hemo, en tanto que el heméforo no, aunque el papel de este
altimo es estimular el proceso y reducir la concentracion minima de hemo o
hemoglobina necesaria para el crecimiento de la bacteria (Debarbieux L &
Wandersman C, 2004).

Algunas otras bacterias producen exotoxinas que actian como hemolisinas,

capaces de lisar a eritrocitos por medio de la formacion de poros al insertarse en



regiones hidrofébicas de la membrana de la célula; la hemoglobina liberada es la
fuente de hierro. Las Rtx (repeats in toxin) son una clase importante de
hemolisinas que forman poros; éstas son producidas por bacterias Gram negativas
como E. coli, Actinobacillus pleuropneumoniae, Proteus vulgaris, Morganella

morganii, Moraxella bovis, ...(Welch RA, 1995).



CONTROL DE LA EXPRESION GENETICA POR HIERRO

Homeostasis del hierro en las bacterias

Debido a que el hierro es indispensable para el crecimiento bacteriano al mismo
tiempo que téxico por la formacion de especies reactivas de oxigeno, las bacterias
deben asegurar su disponibilidad para los procesos celulares en los que interviene
el metal y mantener un balance cuidadoso de los niveles de hierro intracelular.

Las bacterias regulan el metabolismo del hierro en respuesta a la disponibilidad de
este metal. En muchas bacterias Gram negativas esta regulacion estd mediada
por la proteina Fur (ferric uptake regulator) que controla la expresion de mas de
90 genes en E. coli (Hantke K, 2001). La proteina Fur es un represor
transcripcional que utiliza Fe*? como corepresor. Cuando se incrementan los
niveles intracelulares de Fe*?, éste se une a Fur y el complejo Fur-Fe*? reprime la
transcripcion de los genes responsables de la captacion de hierro. EI complejo
Fe*?-Fur reprime la transcripcién al unirse a una secuencia de 19 pb, denominada
“Fur box” (Fig. 19) que se localiza rio arriba de la caja Pribnow de los promotores
sujetos a represién por Fur. La unién de Fe*®-Fur impide que se una la RNA

polimerasa al promotor y con ello se evita la transcripcion (Figura 20).
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Figura 19. Secuencia de nucleétidos de la caja Fur.
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Figura 20. Representaciéon esqueméatica de la regulacion transcripcional
mediada por Fur. La proteina Fur utiliza Fe como corepresor; el complejo Fur-Fe
se une a la “Fur box” , lo cual impide la unién de la RNA polimerasa al promotor
(Litwin CM, Calderwood SB, 1993).

Cuando E. coli se encuentra en un medio con hierro en exceso ademas de
reprimir la transcripcion de los genes de captacion de hierro, almacena el metal en
las proteinas FtnA (ferritina) y Bfr (bacterioferritina). FtnA almacena
aproximadamente 50% del hierro celular durante el crecimiento post-exponencial
en medio rico en hierro y constituye una fuente del metal que compensa
parcialmente la deficiencia de hierro durante el crecimiento de la bacteria en
condiciones de baja disponibilidad de hierro (Abdhul-Therani H et al., 1999).

Se habia descrito que Fur podia actuar como regulador positivo de la transcripcion
de varios genes: acnA (aconitasa), fumA (fumarasa) ftnA (ferritina), bfr
(bacterioferritina) y sodB (superéxido dismutasa) (Hantke K, 2001). La aconitasa y
la fumarasa son enzimas del ciclo de los acidos tricarboxilicos que unen hierro; la
ferritina y la bacterioferritina almacenan hierro, y la superoxido dismutasa une

hierro. Posteriormente se demostré que la supuesta activacion transcripcional de

estos genes mediada por Fur se debe a que Fur-Fe*? reprime la transcripcién de



RyhB, un RNA pequefio (90 nucleétidos) que promueve la degradacion de los
RNA mensajeros de fumA, ftnA, bfr y sodB (Massé E y Gottesman S, 2002). RyhB
recluta a la RNAasaE y facilita la degradacion de los RNAs mensajeros (Massé et
al., 2003).

De manera que cuando se alcanzan niveles intracelulares de Fe*? altos en E. coli,
se reprime la transcripcion de los genes de captacion de hierro y se incrementan
los niveles de las proteinas que lo almacenan (FtnA, Bfr) y de las proteinas que
utilizan al metal (superdxido dismutasa, fumarasa, aconitasa).

En presencia de peréxido de hidrégeno, los niveles altos de Fe*? son peligrosos
para la bacteria. Para contender con este riesgo, el regulador transcripcional OxyR
se activa y promueve la transcripcion de fur; Fur provoca la disminucion de hierro
libre (Figura 21). La activacion de la proteina reguladora OxyR por peréxido se
debe a la formacién de dos puentes disulfuro en las cisteinas C199 y C208; de
este modo en su forma reducida (SH) OxyR es inactivo, mientras que oxidado (S-

S) activa la transcipcion (Zheng M, Storz G. 2000).



OxyRi
Peroxido
OxyRa Activador transcripcional

l e Traduccidn de mRNAs de
NN proteinas que almacenan
Transcripcion o utiizanFo
de fur
(Ferritina, aconitasa,
SOD, fumarasa)
\ 4
Fur
Fe
v —"> PryhB —» Represion del sSRNA
Fur-Fe antisentido RyhB (90 nt)

g

Represion de los genes
que participan en la
captacion de Fe

Figura 21. La presencia de per6xido mas hierro es peligrosa para la bacteria.
El mecanismo para lidiar con este peligro es: el peréxido provoca la activacion de
la proteina regulatoria OxyR, la cual activa la transcripcion de fur. Fur se compleja
con Fe*? . El complejo Fur-Fe*? reprime la transcripcién de los genes que
participan en la captacién de hierro. El complejo Fur-Fe*? reprime la transcripcién
del gen ryhB. La disminucion en los niveles del RNA RyhB favorece la traduccién
de mRNAs de proteinas que almacenan o utilizan hierro. Pfur= promotor de fur.
PryhB= promotor de ryhB.



Determinantes de virulencia regulados por hierro

Ademas de regular la expresion de los genes para captacion y almacenamiento de

hierro, la concentracion de este metal participa en el control de la expresion de

genes que codifican factores de virulencia. Para concluir esta revision, incluimos

en la siguiente tabla los ejemplos mejor estudiados (Tabla 4).

Tabla 4. Factores de virulencia bacteriana cuya expresion depende del

hierro.
BACTERIA FACTOR DE
VIRULENCIA
Escherichia coli  Aerobactina
SLT-I
a-Hemolisina
Shigella Toxina Shiga
dysenteriae

COMENTARIOS

El operén de aerobactina del plasmido de virulencia pColV-
K30 de E. coli (Waters y Crosa, 1991) esta constituido por 4
genes para la biosintesis del sider6foro y otro para su
transporte. La transcripcion del operon para aerobactina
esta regulada transcripcionalmente por Fur-Fe (Neilands JB
1992). EIl gen structural para la toxina SLT-1 (Shiga-like
toxin) se localiza en un profago lambdoide (Allison, 2007).
SLT-I es multimérica, con dos subunidades A centrales
unidas por un puente disulfuro y cinco subunidades B
idénticas que median la unién de la holotoxina a su receptor
especifico, el glicolipido Gb3 presente en la superficie de las
células. Una de las subunidades A posee actividad de N-
glicosilasa: elimina una adenina del rRNA 28S, de la
subunidad ribosomal 60S, con lo que inhibe la sintesis de
proteinas de las células, epiteliales del intestino y de las
endoteliales del rifién, provocando su muerte posterior
(O'Brien y Holmes, 1996). Las cepas de E. coli productoras
de SLT causan colitis hemorragica y sindrome urémico
hemolitico.

La transcripcién de SLT-I esta regulada negativamente por
Fur-Fe (Calderwood y Mekalanos, 1987).

La O-hemolisina de E. coli es una exotoxina que lisa
glébulos rojos y es letal para ratones; su transcripcion esta
regulada por hierro (Cavalieri et al, 1984).

El operén para la toxina shiga (stx) esta formado por los
genes que codifican las subunidades A y B, los cuales se
transcriben como un RNAm bicistronico a partir de un
promotor regulado por hierro localizado rio arriba del gen
stxA (Habib y Jackson, 1992). La holotoxina tiene la
estequiometria 1A:5B




Serratia
marcescens

Hemolisina

La hemolisina de S. marcescens (ShlA) es una toxina
formadora de poros que lisa eritrocitos y células eucariontes
nucleadas. La transcripcion de la hemolisina esta bajo el
control de un promotor Fur-like y su sintesis solo ocurre en
condiciones de bajo hierro (Hertle R. 2005).

Vibrio
anguilarum

Neisseria
gonorrhoeae

Pseudomonas
aeruginosa

Anguibactina

TBP1
TBP2

Exotoxina A
Elastasa
Proteasa alcalina

Corynebacterium Toxina diftérica

diphtheriae

V. anguilarun es patégeno de peces; produce septicemia
hemorragica fatal en Salmoénidos. Las cepas virulentas
poseen el plasmido de virulencia pJM1; este plasmido posee
genes que codifican para la sintesis del sideréforo
anguibactina, asi como para el transporte del complejo Fe-
anguibactina, inclido el receptor membranal. La expression
de la anguibactina esta controlada por hierro. Los genes
para la biosintesis de anguibactina, pero no los que
participan en su transporte, también estan presentes en el
cromosoma de V. anguilarum. (L6pez CS, Crosa JH, 2007).

TBP1y TBP2 son receptores para transferrina (Transferrin-
binding protein). Las mutantes de N. gonorrhoeae carentes
de una de estas proteinas son menos virulentas (Genco et
al., 1991).

La exotoxina A, codificada por el gen toxA, inhibe la sintesis
de proteinas del hospedero por ADP-ribosilacién del factor
de elongacion 2 EF-2, lo que causa la muerte celular
(Iglewski et al., 1977); su sintesis es reprimida por Fur-Fe
(Prince et al., 1993) via la represion de la transcripcion del
factor sigma alternativo PvdS, que se requiere para
transcribir al gen toxA (Ochsner et al., 1996). La elastasa.
Codificada por lasB, es una metaloproteasa que hidroliza
varios sustratos, entre ellos elastina e 1gG (Doring et al.,
1981) e inactiva componentes del complemento (Schultz y
Miller, 1974).

Para una revision aun actual sobre el papel del hierro en la
virulencia de P. aeruginosa, favor de leer Vasil y Ochsner,
1999.

Esta toxina esta codificada por el gen tox, presente en
algunos corinebacteriéfagos lisogénicos; inhibe la sintesis
de proteinas del hospedero por ADP-ribosilacién de EF-2.
La transcripcién de tox es reprimida por hierro (Tai et al.,
1990).
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