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Los cationes metalicos como el Fe*2, Zn+2, Cu*?, Mn+*2, Co*?
0 Cd*?, son oligoelementos esenciales para el crecimiento de
todos los organismos. La mayoria de ellos participan como co-
factores en procesos enzimaticos o forman parte de estructuras
anatomicas celulares. Sin embargo la elevada concentracion
de estos iones puede tener efectos toxicos o letales en las cé-
lulas, por inhibicion de procesos metabdlicos (por ejemplo, la
respiracion anaerdbica) o por acumulacion de radicales libres
generados en los procesos de reduccion quimica. Por ello es
fundamental que en las células no se sobrepase la concentra-
cion “apropiada” para cada uno de ellos.

IMPORTANCIA DEL HIERRO EN LOS SISTEMAS BIOLOGICOS

El hierro tiene dos estados de oxidacion conocidos como Fe(ll)
y Fe(lll), esto es debido a la valencia +2 y +3 con la que se
combina con otros elementos quimicos de la tabla periddica.!
El elemento hierro puede estar combinado con iones bromuro,
cloruro, 0Oxido, carbonato, hidroxido, nitrato, fosfato, sulfato o
dicromato. De estas combinaciones las mas solubles son las de
bromuro, cloruro, nitrato y sulfato. La solubilidad de una sustan-
cia depende de su dispersion homogénea o disociacion quimica
en un medio liquido.
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Esta es una propiedad intrinseca del material que
puede ser calculada experimentalmente, y se puede re-
presentar por medio de la formula pKkps=Ilog Kps=log (n x
107), donde “p” es el logaritmo de base diez del producto
de solubilidad, esto se entiende como la concentracion en
Moles en equilibrio a 25°C, o maxima solubilidad en un
disolvente (n x 107), el cual podria ser el agua.

La solubilidad depende entonces de la composicion
quimica del compuesto quimico, el disolvente y la tem-
peratura de disolucion. Experimentalmente se sabe que
el hidroxido de hierro a 20°C en agua se comporta de la
siguiente manera y los valores se expresan como Moles
por litro:

Fe(OH)?(sal sin disociar) «* Fe+2(disociado en medio acuoso)
+ 20H" (disociado en medio acuoso) (reaccién-disociacion)

Ksp = [Fe*2] x [OH]?

Ksp=6.92 x 10, asi el logaritmo del producto de di-
sociacion o pKsp es igual a 14.84, el cual es un poco mas
facil de recordar y manejar. Estos valores expresados en
gramos por litro son 0.05255. Este valor significa que es
una sal de poca solubilidad, comparado con la sal cloruro
de hierro (I1), de la que pueden disolverse hasta 62.5 gra-
mos por litro de agua a 20°C.

Una situacion real es que, conforme pasa el tiempo,
la sal de cloruro de Fe(ll) en agua se transforma en una
sal de hidroxido, por lo tanto la solucion homogénea de
cloruro se transforma en un sistema heterogéneo que
genera un residuo insoluble amarillento caracteristico de
los 6xidos de hierro, cominmente conocido por la gente
al observar un alambre o clavo oxidado.

Las sales de hierro son toxicas para los seres vivos
porque desarrollan procesos de dxido-reduccion. En nues-
tro ambiente, por las condiciones de humedad y presencia
de oxigeno en la atmdsfera terrestre, solo existen com-
puestos de hierro de muy baja solubilidad, lo que los ha-
ce poco toxicos debido a su baja disponibilidad. Aunque el
hierro constituye el 5% del volumen de la corteza terrestre.2

Se ha observado que en condiciones aerdbicas y de
pH neutro, el Fe(ll) se oxida espontaneamente a Fe(lll) y
forma hidroxidos insolubles, lo cual origina una drastica
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disminucion del hierro disponible.? Las bacterias necesi-
tan una concentracion de hierro comprendida entre 10-6y
10-8 M, lo cual significa que una célula requiere del orden
de 105 a 106 iones de hierro por generacion para poder
crecer.* 5 Por lo tanto, las altas densidades celulares (10°
cfu/ml), en cada generacion necesitan consumir 10 ato-
mos de hierro por litro.

En condiciones anaerobias el hierro se encuentra en
su forma reducida, Fe(ll), que es soluble como para que
pueda ser capturado por las bacterias sin necesidad de
mecanismos especializados.”

El Fe(ll) es soluble a pH fisiologico y las células lo ob-
tienen sin mucha dificultad a partir del medio externo. En
condiciones de acidez (pH 3), la concentracion de Fe(lll)
soluble es de 10-8 M, suficiente para cubrir las necesida-
des de la mayoria de las bacterias acidofilas.

DISPONIBILIDAD DE HIERRO
EN ORGANISMOS SUPERIORES

En las mucosas y tejidos de los organismos superiores la
concentracion de hierro libre baja hasta 10-'® M.2 Esta ba-
ja concentracion de hierro libre constituye una estrategia
de defensa del huésped frente a las infecciones microbia-
nas. Los organismos superiores disponen de mecanis-
mos encargados de mantener un bajo nivel extracelular
de hierro basados en ciertas proteinas que secuestran
los iones de hierro, como transferrinas, hemoglobina,
hemopexina, ferritina y albimina.

Varias de estas proteinas se encuentran en el plasma
y liquido linfatico; la lactoferritina se localiza en el interior
de neutrofilos y en la mayoria de fluidos corporales: semi-
nales, intestinales, saliva, moco cervical, leche, etcétera.
En las aves, la ovotransferrina se encuentra mezclada con
la albdmina de los huevos.®

La ferritina es la principal proteina de almacenamien-
to de hierro y se encuentra localizada en la mayoria de los
tejidos animales y es abundante en el higado.

Como mecanismo de proteccion ainfecciones, el hués-
ped animal es capaz de reducir alin mas la cantidad del hie-
rro extracelular, fenémeno conocido como hipoferremia de
la infeccion.®

La albumina es una proteina del plasma sanguineo
que puede unir hasta diez atomos de hierro, es una protei-
na globular de alrededor de 68 kDa que constituye aproxi-



madamente el 60% de las proteinas totales del plasma.®
La hemoglobina es una de las proteinas mas conocidas,
su peso molecular es de 64.5 kDa y se encarga del trans-
porte de oxigeno en los glébulos rojos, estda compuesta
por dos cadenas polipeptidicas llamadas o y B, que con-
tienen un grupo hemo localizado en un dominio hidrofobi-
co de cada una de ellas.

Cuando hay recambio de globulos rojos o hemalisis,
el hemo se une a una proteina de union denominada he-
mopexina; una parte pequena de las moléculas de hemo
se desintegran en protoporfirina y hierro, este Gltimo se
une a la transferrina y se almacena en la ferritina.®

EL HIERRO Y LA ANEMIA

En los mamiferos en general el hierro es importante para
el desarrollo celular y especialmente para la elaboracion
de la sangre.

La sangre es un tejido formado por células blancas
llamadas linfocitos o macréfagos, y células rojas o glo-
bulos rojos; estas ultimas son las que contienen la he-
moglobina, sustancia encargada de transportar el oxigeno
desde los pulmones a todas las células del organismo a
través del torrente sanguineo."

)

Figura 1. En a) se observan células rojas normales, mientras que en b) se observan
células més pequenas y con poco color, caracteristicas de la anemia hipocromica.

Se ha observado que, cuando la dieta es reducida en
hierro, se presenta una enfermedad por déficit de hierro,
la anemia hipocromica, la cual consiste en la produccion
de células rojas pequefas que tienen poco color cuando
se observan al microscopio (Figura 1).

Este déficit de hierro, hemoglobina y globulos rojos
provoca diversos sintomas en el ser humano como pa-
lidez, mareos, fatiga y, en el peor de los casos, en los
nifnos la anemia provoca reduccion en el crecimiento cor-
poral y pobre desarrollo del cerebro.'? 18

EL HIERRO Y LAS INFECCIONES

Los organismos superiores en general contienen poco
hierro libre, y solo puede haber un aumento del hierro li-
bre circulante a consecuencia de la ingesta de alimentos
enriquecidos con hierro. Normalmente el hierro se en-
cuentra en tejidos especificos como el higado o la san-
gre; el resto del hierro circulante esta combinado con
proteinas transportadoras, como la transferrina o la lac-
toferrina que forman complejos muy estables que solo
ceden el hierro a los tejidos demandantes como el hepa-
tico o el sanguineo.™ 5

En este ambiente los gérmenes infecciosos como las
bacterias no pueden desarrollarse apropiadamente por
carencia de hierro accesible; sin embargo, las bacterias
patdgenas son capaces de arrebatarle el hierro al cuerpo
humano por medio de sustancias muy afines al hierro
como los sideroforos, los receptores de transferrina o los
de hemoglobina. Justamente la produccion de sustancias
receptoras de compuestos de hierro es el inicio del dafo
bacteriano a los organismos superiores.

EL HIERRO Y LA RESPUESTA INMUNE

El hierro es un elemento importante en la modulacion
de la respuesta inmune del hospedero contra patdgenos
mediante la regulacion de los niveles de hierro en las cé-
lulas del sistema inmune y el medio externo.'® Durante el
proceso infeccioso los microorganismos utilizan varias
estrategias para adquirir competitivamente el hierro del
ambiente interno del hospedero. El hospedero, por su
parte, posee la capacidad para encausar el metabolismo
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celular del hierro, para usarlo primeramente como ca-
talizador y generar especies reactivas de oxigeno como
barrera antimicrobiana. Adicionalmente se activan otras
funciones inmunoldgicas (Tabla 1) por el control global
que ejerce el hierro sobre proteinas involucradas en la
homeostasis del hierro, como almacén, union y trans-
porte del ion.

GENES, A
q d HOMEOSTASIS DEL HIERRO FUNCIONES INMUNOLOGICAS
PROTEINAS

Lactoferrina
Transferrina

Receptor 1
de transferrina

Ferritina

Nramp 1
(SCLA11)

Nramp 2/
DMT-1

Hepcidina

IL-6elL-1

Transporte, quelante,
almacén y unién al hierro.

Transporte de hierro.

En la absorcion de
hierro celular.

Almacén de hierro.

Transferencia de hierro en
fagolisosoma tardio.

Absorcion y transferencia de
hierro en fagolisosoma tardio.

Regulador de la homeostasis
del hierro, destruccion del gen
resulta en hemocromatosis,
mutaciones se asocian con
hemocromatosis

juvenil severa.

Involucrado en la privacion de
hierro durante la infeccion e
inflamacion.

Bactericida y antiviral.
Efectos inmunoldgicos
en células Th1y Th2.

Presente en monocitos,
macrofagos y linfocitos T.
Requerido para la diferenciacion
de células T.

Absorcion de hierro por
linfocitos activados y requerido
para la sintesis de DNA y
division celular de linfocitos T.

Sintetizado por macrofagos y
linfocitos T.

Resistencia a infecciones de
patégenos intracelulares.

Resistencia a infecciones de
patégenos intracelulares.

Péptido antimicrobiano
derivado de higado.

Modula la expresion de TLR4
en células mieloides en
respuesta a bacterias
patogenas.

Liberados por macrofagos
durante la infeccion e
inflamacion.

Tabla 1. Importancia de proteinas y genes involucrados en la homeostasis del
hierro y funciones inmunoldgicas.

EL HIERRO Y LA REGULACION DE LA EXPRESION
DE GENES EN ALGUNAS BACTERIAS

Tal como ya mencionamos, [0S microorganismos pato-
genos han desarrollado estrategias para captar hierro de
diferentes fuentes; estos sistemas de captacion de hierro
se han clasificado en dos grupos: aquellos que implican
una interaccion directa con las proteinas del huésped
que transportan o almacenan hierro (transferrinas, lac-
toferrina, hemoglobina, ovotransferrina, etcétera), y los
que implican la sintesis y liberacion de moléculas de bajo
peso, llamadas sideroforos (acarreadores de hierro), que
son sintetizados y exportados por bacterias, levaduras y
hongos. Los sideroforos actian como agentes quelantes
especificos para el Fe+3 y normalmente se incrementa su
sintesis cuando el microorganismo se encuentra en un
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ambiente con poco hierro; en esta condicion se sintetizan
proteinas de membrana externa (OMPs) reguladas por
hierro (IROMPS) que funcionan como receptores de los
complejos sideroforo-hierro, o captan hierro mediante
receptores de transferrina, lactoferrina, ovotransferrina,
hemina y hemoglobina.”

Por ejemplo, la familia Pasteurellaceae, que incluye
bacterias patogenas de animales y humanos, adquiere
el hierro que necesita directamente de la transferrina del
hospedero por medio de receptores (TbpA y ThpB) que
contienen proteinas de union de transferrinas.'

Otra fuente de hierro es la adquisicion del metal unido
a hemoglobina por algunas bacterias como Pasteurella
multocida, Haemophilus influenzae, Haemophilus ducre-
yi'y Actinobacillus pleuropneumoniae.’

El Gnico mecanismo de adquisicion de hierro descri-
to en Av. paragallinarum es a través de la utilizacion de
ovotransferrina mediante dos proteinas de union a trans-
ferrina (probables TBP1 y TBP2) similares a las de otras
especies bacterianas. Se identificaron dos regiones de
ovotransferrina (I6bulo-N y l6bulo-C) involucradas en la
union a receptores de transferrina de Avibacterium pa-
ragallinarum y Haemophilus avium; ademas se observo
que los fragmentos I6bulo-N y l6bulo-C de ovotransfe-
rrina y transferrina humana mantienen el crecimiento en
condiciones limitadas de hierro de Av. paragallinarum y
Neisseria meningitidis, respectivamente, sugiriendo que
la interaccion de ambos l6bulos es necesaria para una
eficiente adquisicion de hierro.20

Al crecer a Av. paragallinarum en medios con baja
concentracion de hierro se ha observado la expresion
diferencial tanto de proteinas de la membrana mas ex-
terna como de las secretadas. En estas condiciones se
observd un incremento en la expresion de tres proteinas
de membrana externa con pesos moleculares de 60, 68
y 93 kDa. Estas proteinas fueron reconocidas por suero
de gallinas infectadas con Av. paragallinarum, sugiriendo
Su expresion in vivo. Las tres proteinas de membrana ex-
terna fueron identificadas por espectroscopia de masas,
como receptores de transferrina (TopA y TbpB) y protei-
nas de transporte de hierro.!

El mecanismo de captacion de hierro de Av. para-
gallinarum se lleva a cabo de |a siguiente manera: toma
como fuente de hierro ovotransferrina o transferrina de
gallina o pavo.? Av. paragallinarum expresa las proteinas



de membrana externa ThpA y TbpB, que son receptores
anclados a la membrana externa; estos reconocen a su
fuente de hierro y son translocados a periplasma por un
proceso activo que utiliza fuerza proton-motriz aportada
por el sistema Ton.

En periplasma, el hierro es unido por la proteina pe-
riplasmatica TbpB de union a sustrato, esta la lleva a la
permeasa anclada a membrana citoplasmatica, en don-
de la ATPasa aporta la energia necesaria para el paso del
hierro al citoplasma, entonces el Fe+® es reducido a Fe*2
por reductasas y es utilizado por la célula bacteriana
(Figura 2).

Transferrina libre

®
/ Ambiente externo

Membrana externa
Fe*®

Proteina
periplasmica

Periplasma

Permeasa

ATPasa )
ATP
ADP Pi D ®
i
&}
Reduccion de Fe+3 - === ‘1,
. Fe+?

Membrana interna

i

Citoplasma

Figura 2. Mecanismo de captacion de hierro de Avibacterium paragallinarum y
algunos miembros de la familia Pasteurellaceae. Las bacterias Gram negativas
poseen doble membrana y el hierro debe viajar por etapas del medio externo al
espacio periplasmico y finalmente al citoplasma por un complejo de proteinas. El
sistema Ton es un sistema general de transporte de iones 0 moléculas y esté for-
mado por tres proteinas: TonB es una proteina peripldsmica anclada a la membra-
nainterna o citoplasmatica, ExbB y ExbD son proteinas integrales de la membrana
citoplasmatica que aprovechan el gradiente electroquimico de la membrana para
que TonB provoque el cambio conformacional en el receptor de membrana externa
e inicie el movimiento del hierro hacia el citoplasma.

FUR: UNA FAMILIA DE REGULADORES DE LA EXPRESION
GENETICA POR HIERRO

Debido a la toxicidad de las concentraciones elevadas de
hierro en el citoplasma celular y teniendo en cuenta que
en bacterias no se han descrito bombas de excrecion pa-
ra este elemento, la forma de control de su homeostasis
intracelular es mediante proteinas de membrana.

Este proceso es desarrollado por la proteina Fur (fe-
rric uptake regulator), que ejerce una regulacion trans-
cripcional sobre casi todos los genes implicados en el
transporte e incorporacion del metal en funcion de la
concentracion intracelular.

La proteina Fur es un polipéptido de 17 kDa que actta
como represor transcripcional de promotores regulados
por hierro; el Fe(ll) actiia como correpresor.2* En la protei-
na Fur se identifican dos dominios: un dominio C-terminal
responsable de la union de los iones metalicos asi co-
mo de la interaccion proteina-proteina que da lugar a la
dimerizacion. El extremo N-terminal contiene un motivo
de union a DNA “helix-turn-helix“ (HTH) involucrado en el
reconocimiento y anclaje al DNA.%

La regulacion de la expresion del gen fur es muy
compleja, ya que es autorregulable y estd sujeta a repre-
sion catabolica, con lo que se liga su expresion al meta-
bolismo de la célula, y ademas es regulada también por
la respuesta al estrés oxidativo.

Bajo condiciones ricas en hierro, Fur se une al ion
divalente y forma el complejo Fe(ll)-Fur, adquiriendo una
configuracion capaz de unirse a secuencias blanco de
DNA, conocidas como cajas Fur o cajas de hierro (GA-
TAATGATAATCATTATC), inhibiendo la transcripcion de ge-
nes regulados por Fur rio abajo.

Al contrario, cuando el hierro es escaso, disminuye
el complejo Fe(ll)-Fur y se liberan regiones operadoras
reguladas por hierro permitiendo que la RNA polimerasa
acceda a promotores de genes para la biosintesis de si-
deroforos y otras funciones reguladas por hierro, permi-
tiendo su expresion (Figura 3).

Ademas, la proteina Fur también puede regular la cap-
tacion de hierro de forma indirecta a través de diferentes
sistemas de transduccion de sefiales de dos componen-
tes reguladores AraC-like para la sintesis de sideroforos
y sistemas de absorcion, y factores sigma.?*

Los genes regulados por la proteina Fur constitu-
yen el llamado regulon Fur, cuya mayoria de genes esta
implicada en la captacion de hierro, en la biosintesis y
transporte de sideroforos, en la codificacion de proteinas
de membrana externa receptoras de moléculas transpor-
tadoras de hierro del huésped, y en el metabolismo del
hierro como las bacterioferritinas.?”
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Figura 3. Mecanismo de accion de la proteina Fur.

Fur regula también la expresion de otras proteinas
implicadas en el metabolismo celular, tales como las aco-
nitasas PurR o MetJ, o proteinas que participan en la res-
puesta al estrés oxidativo, la superoxido dismutasa SodB
y algunos factores de virulencia como colicinas, hemoli-
sinas de Escherichia coli y Vibrio cholerae o la exotoxina
A de Pseudomonas aeruginosa; por lo que la accion de
estas toxinas permitiria el acceso a fuentes de hierro, co-
mo la ferritina o el grupo hemo de la hemoglobina, ubica-
das en la célula huésped.?*

Se ha detectado también la presencia de cajas Fur en
los promotores de genes implicados en todos los proce-
sos de regulacion y transduccion de sefal de quimiotaxis
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tanto en £. coli como en V. cholerae?® (Tabla 2). La protei-
na Fur también parece controlar genes cuyos productos
estan implicados en la sintesis de flagelos, como el gen
flnD, principal activador del sistema de biosintesis de fla-
gelos en E. coli.

fecABCDE Imfg?gfigg Escherichia coli -
fhup ransporte 98 Bacilus subtils =
T e -
ooy [P e -
thpAB Egﬁgfp;?ﬁ r?: Actinobacillus suis -
StxAB Toxina shiga Shigella dysenteriae -
hgbAB Receptor Haemophilus ducreyi -
hly Hemolisina Vibrio cholerae -
B s -
bir Bacterioferritina | Escherichia coli +
acnA Aconitasa Escherichia coli +
fumA Fumarasa Campylobacter jejuni +
ftnA Almacén de Fe | Yersinia pestis +

Tahla 2. Genes que son regulados positiva y negativamente por la proteina Fur.

Recientemente fue descrita la presencia de un gen fur
en Av. paragallinarum; 1a secuencia de aminoacidos obte-
nida por traduccion in silico a partir de la secuencia nu-
cleotidica de dicho gen mostré un 94% de identidad con
las proteinas Fur de A. pleuropneumoniae y H. ducreyi, y
un porcentaje menor (74%) con la de A. actinomycetem-
comitans al realizarse un alineamiento ClustaLW con las
secuencias reportadas.

La secuencia de aminodacidos de la proteina Fur de
Av. paragallinarum conserva los dominios de unién a DNA
(Helix-Turn-Helix) y al hierro, como se ha descrito para
otras secuencias Fur, sugiriendo que la regulacion en la
captacion de hierro en Av. paragallinarum podria ser Si-
milar a la descrita en otros microorganismos.2" 29 Estas
investigaciones moleculares de nuevos modelos micro-
bianos nos muestran indicios de un entramado molecular
aun desconocido, el cual gracias a la aplicacion de nue-
vas técnicas moleculares y a la participacion de jovenes
cientificos formados en la genomica, transcriptomica y



proteémica, en los proximos afnos podremos entender
mejor y revalorar la importancia bioldgica de los iones
como el hierro.30.31,32

CONCLUSION

El conocimiento de las funciones biologicas y molecu-
lares de los iones metalicos es importante porque estos
iones juegan papeles esenciales en las células. El hierro
es indispensable para la mayoria de seres vivos, tiene
funciones basicas como cofactor de enzimas y es de
importancia en la respuesta inmune del hospedero en
infecciones patogenas. A pesar del avance bioquimico y
molecular observado en el metabolismo del hierro, toda-
via es necesario descifrar el entramado molecular espe-
cifico que el hierro establece en cada proceso bioldgico,
tal es el caso de los procesos infecciosos escasamente
estudiados. Conocer los detalles metabdlicos especificos
de especies quimicas simples como el hierro nos ayudara
a mejorar las afecciones de salud humana y de salud en
modelos veterinarios y a desarrollar otros modelos micro-
bianos de interés agrobiotecnologico.

© Nadia Baram.
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