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Resumen

El pulmodn es el drgano que entra en contacto con el aire, maneja el intercambio gaseoso, asi
el fierro se convierte en un pro-oxidante en las células pulmonares. La altitud y la presencia
de oxidantes provocan alteraciones en su metabolismo. Los nifios son los mas susceptibles a
los cambios en el ambiente. Sin embargo, no se conoce si el metabolismo del fierro se altere
en nifios que viven en diferentes atmdsferas. El objetivo del trabajo fue documentar la ex-
presion de algunos genes del metabolismo del fierro, en pulmones de nifios residentes de
la ciudad de México (CM) y provincia (Prov). Se evalud por RT-PCR la expresion del receptor
a la transferrina (TfR) y de la ferritina (Fer). Los resultados mostraron un incremento en la
expresion del TfR y de la Fer en los residentes de la CM: 1.8 y 1.5 veces mds, respectivamente,
de las observadas en residentes de Prov. La diferencia fue significativa sélo para la expresion
del TfR: 1.04 + 0.385 vs 0.703 + 0.350, para CM y Prov, respectivamente (p<0.05). Estos resul-
tados por primera vez demuestran un incremento en la expresion de un par de genes que
participan en el metabolismo del fierro en pulmon de nifios mexicanos.
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Abstract

Air is the element that is in direct contact into the lung. It performs the interchange of gases,
and iron can turn on pro-oxidant and affect lung cells. Altitude and the presence of oxidants
can perturb its metabolism. Children are most susceptible to the effects of changes in the
environment. However, we don’t know if the metabolism of iron can be altered in children
living in different atmospheres. The objective of this study was document the expression of
some genes of the iron metabolism in lung tissue of children of both Mexico City dwellers
(MCD) and outside residents (OR). The mRNA expression of transferrin receptor (TfR) and
ferritin (Fer) were evaluated by RT-PCR. Results showed an increase in their expression of
TfR and Fer in MCD group: 1.8-, and 1.5-fold, respectively, against to observed in OR. The
expression of the TfR was 1.04 + 0.385 in MCD and was higher than OR, 0.703 + 0.350,
these differences were significant. These results for first time demonstrated an increase of
expression of genes that participate in the iron metabolism of the lung in Mexican children.
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Introduccion
Fuentes de hierro respirable

La atmosfera terrestre es el medio por el cual se distribuyen los metales alrededor de la superficie terrestre, y
las actividades humanas tienen un gran impacto en el ciclo de estos metales tanto de manera regional como
global (De la Cerda, 1990). El hierro es el metal de transicion mas abundante en la corteza terrestre, tanto en
zonas rurales como urbanas (Ghio et.al, 2006). Se ha asociado el hierro contenido en la matriz y en la super-
ficie de las fibras de asbestos a la induccion de problemas pulmonares por el estrés oxidativo generado (Ghio
et.al, 2008). Al igual que en el caso de las fibras de vidrio y las de cerdmica refractaria mineral (Gilmour et.al,
1997), el humo del cigarro (Mayo et.al., 2004) y el humo de soldadura (Kalliomaki et.al, 1979). Todos estos
contaminantes se encuentran en gran medida tanto en las fracciones de las particulas suspendidas totales,
conocidas como PM10 (menores de 10 mm), PM2.5 (menores de 2.5 mm ) (Zelikoff et.al., 2002) y en los polvos
(Gurgueira et.al., 2002).

Modelo del metabolismo del hierro en el pulmén

Debido a que no existe un mecanismo de eliminacién del hierro en exceso contenido en los pulmones, estos
han desarrollado una via para almacenarlo en una forma menos reactiva: y es acumularlo como ferritina (Fer)
(Turi et.al., 2004). Algunas proteinas como la transferrina (Tf), receptor de transferrina (TfR), lactoferrina (Lf),
receptor de lactoferrina (LfR), transportador de metales divalentes-1 (DMT1), ferroportina-1 (MTP1), citocromo
b del duodeno (Dcytb), proteina de intercambio aniénico (AE2), se han encontrado en el pulmén y se han
relacionado con el transporte del hierro intracelular (Ghio et.al., 2006). La hemoxigenasa-1 (HO-1) también
participa en el aporte de hierro hacia la ferritina al ser la enzima encargada de metabolizar al grupo hemo
(Carraway et.al., 1998).

Figura 1. Modelo del metabolismo del hierro en pulmoén.
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Fuente: Modificado de Ghio et. al., 2006.
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La Fer es la proteina encargada de almacenar el
hierro intracelularmente en una forma menos
reactiva, ya que limita la capacidad de este me-
tal para generar especies reactivas de oxigeno y
radicales generados por hierro, por lo que actua
como una proteina antioxidante (Surguladze
et.al., 2004). En algunos casos, al exponer los
macréfagos alveolares a particulas de silice que
contienen hierro, las concentraciones de ferritina
aumentan con respecto a los niveles del control, y
asuvezla expresion de mRNA de la Fer no muestra
variaciones significativas (Ghio et.al., 1998a). Este
mismo fenédmeno se observé al exponer células
epiteliales respiratorias a concentraciones de ce-
niza residuales de petréleo las cuales contienen
hierro (Ghio et.al., 1998b).

La Tf es la proteina encargada de introducir el hie-
rro a las células (Thorstensen et.al., 1990). Al ser
inducida la Tf en células epiteliales respiratorias,
las cuales fueron expuestas a cenizas residuales
de petrdleo, existié una menor concentracion de
Tf (Ghio et.al., 1998b), lo cual se puede explicar
como un mecanismo para impedir mayor entrada a
la célula. Esta misma respuesta se observé al expo-
ner células alveolares a particulas que contienen
hierro en el lavado alveolar (Ghio et.al., 2008).

El TfR es la proteina encargada de regular la ab-
sorcion intracelular de hierro proveniente de la Tf,
este receptor se expresa en todas las células que
requieran hierro (Wang et.al., 2005). La absorcién
se realiza por endocitosis en los macréfagos alveo-
lares (Mateos et.al., 1998). En células epiteliales
respiratorias, se encontré que al exponerlas a
cenizas volatiles de petréleo con hierro, el mRNA
del TfR disminuyoé con respecto al control (Ghio
et.al., 1998b).

La Lf es una proteina muy similar a la Tf, pero
con la diferencia de que la Lf participa en la
desintoxicacion por hierro al ser responsable de
la absorciéon intracelular de ésta y su posterior
acumulacién en la Fer para mantenerlo de manera
no reactiva en el interior de la célula (Suzuki et.al.,
2001). La funcion de la Lf como desintoxicante
se ve restringida debido a su baja concentracién
en los pulmones (Ghio et.al., 2006), cuantificado
en el lavado bronquio alveolar esta proteina se
encuentra en una relacién 10 veces menor de la
concentracién de la Tf (Mateos et.al., 1998).

El receptor de la lactoferrina, LfR, es la proteina
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encargada de dar paso a la Lf al interior de la cé-
lula por medio de la endocitosis, en un mecanismo
muy similar al que realiza el TfR, (figura7), para
su posterior almacenamiento del hierro en la Fer
(Suzuki et.al., 2001). Al exponer células epiteliales
respiratorias a particulas con hierro, se observo
que a mayor concentracién de las particulas exis-
tié una mayor concentracién de LfR. Esto puede
indicar que esta proteina tiene una respuesta al
aumento de hierro para lograr la desintoxicacién
de este metal.

La hemoxigenasa-1 (HO-1) es la proteina principal
encargada del metabolismo del grupo hemo, el
cual produce como productos la biliverdina, mo-
noxido de carbono e hierro, el cual se almacena en
la Fer (Keel et.al., 2008). Dado que el pulmén es la
interfase entre la atmésferay el resto del cuerpo,
estos tienen una gran vulnerabilidad a la lesién
oxidativa. La HO-1 es una de las pocas moléculas
inducibles que puede proteger los pulmones al ex-
ponerse a factores oxidantes (Morse et.al., 2005).

Daifo pulmonar por hierro

El hierro es un micronutriente esencial, requerido
para casi todas las funciones celulares, pero este
mineral al ser inhalado en grandes cantidades,
puede causar un desequilibrio en la homeosta-
sis pulmonar, debido a que este metal tiene la
capacidad de generar radicales libres mediante
las siguientes reacciones (Vallyathan et.al., 1997)
(ver figura 2):

Figura 2. Reacciones del hierro para generar radicales libres.
Fe’+0,-Fe* + 0,7,
Fe** + 0, ~+2H'»Fe** + H O,
Fe’*+ H O ~Fe’* + 'OH+ —OH.
Fuente: Tomado de Turi et.al., 2004.

Puesto que en el interior de los pulmones se en-
cuentran grandes cantidades de 02, éste al reac-
cionar con el hierro, tiende a formar las especies
reactivas de oxigeno, generando estrés oxidativo
en las células pulmonares. A su vez, se asocian
con un aumento en enfermedades pulmonares, ya
que este metal ayuda al crecimiento microbiano,
lo que traduce en infecciones bacterianas mas
severas y persistentes. También el estrés oxida-
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tivo debido a altas concentraciones de hierro en
el tracto respiratorio bajo, se ha relacionado con
muchas enfermedades como neumonias bacte-
rianas, fibrosis quistica, sarcoidosis, enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC), enferme-
dades intersticiales, sepsis, carcinoma bronquial,
silicosis, asbestosis, mesotelioma, neumoconiosis,
enfermedades inflamatorias de pulmén, sidero-
elastosis, asma, tuberculosis y hemorragia alveolar
(Zelikoff et.al., 2002).

En este estudio se evaluaron los niveles de expre-
sién de los genes de ferritina (Fer) y del recpetor a
la transferrina (TfR), como los Unicos genes expre-
sados en pulmones de nifios. El objetivo fue evaluar
si las variaciones en estos marcadores se asocian
al tipo de aire y lugar de residencia de los nifios.

Método
Tejido pulmonar humano

Como es un estudio exploratorio, primeramente se
dio énfasis a las diferencias en el lugar de residen-
cia; asi se analizaron 19 casos de nifos residentes
del Distrito Federal (DF) y 15 casos de resientes
de provincia. Si se encontraran diferencias, pos-
teriormente se realizara un analisis detallado de
los sitios donde residieron los nifios, asi como las
costumbres tanto de ellos como de los padres,
como la actividad laboral, asi como rumbos de la
ciudad. El tejido pulmonar incluido en parafina, se
seleccion6 del banco de autopsias realizadas en el
Departamento de Patologia del Hospital Infantil
de México Federico Gémez, de la Secretaria de Sa-
lud. Estos casos fueron de niflos mayores de 3 afios
de edad que fallecieron por algun padecimiento
no respiratorio. Los casos fueron de ambos sexos.
De los protocolos de autopsia se obtuvieron los
datos de edad, sexo, lugar de residencia; asi como
el diagndstico de muerte. Los tejidos fueron con-
firmados como parénquima pulmonar por analisis
de los cortes histologicos tefidos con H&E.

Diseno de los iniciadores de los genes de
estudio

Las secuencias de los iniciadores para cada uno
de los genes se obtuvieron del trabajo previo
hecho por Fernandez-Castillo y cols. (2008). Las
secuencias fueron las siguientes:

Fer-F: 5-TCGCAGGTGCGCCAGAACT-3’,
Fer-R: 5-GCAAAGTTCTTCAAAGCCACAT-3;
TfR-F: 5-CTGCCAGCTTTACTGGAGAA-3’,
TfR-R: 5"-CATTGTCAATGTCCCAAACGT-3;
B-actina-F: 5-CAAGAGAGGCATCCTCAC-3/,
B-actina-R: 5-CAGCTAATTGTAGAAGGTG-3',

Los iniciadores se disefiaron con el objeto de generar
productos amplificados, de preferencia menores
de 200 pb, porque el RNAm fue aislado de tejido
incluido en parafina. Los tamarios de los amplifica-
dos fueron los siguientes: Fer, 140 pb; TfR, 151 pb;
y B-actina, 103 pb.

Aislamiento del RNAm de los cortes histolé6-
gicos incluidos en parafina

Tres cortes de 8 mm de tejido pulmonar, fueron
desparafinados con xileno a 50° C y posterior-
mente con 2 cambios de alcohol absoluto, hasta
secarlos durante 15 min. Posteriormente se realizé
la extraccion del RNAm de acuerdo a la descripcién
técnica contenida en el “RecoverAll Total Nucleic
Acid Isolation” (AMBION). Posteriormente se elu-
y6 el RNA limpio de la resina con 60 pl de agua
libre de RNasas, y finalmente el RNA purificado del
tejido se almacené a -20° C con 1 ul de inhibidor
de RNasas.

Sintesis de cDNA y amplificacion de los frag-
mentos de los genes de Fer, TfR, y f-actina

Tres ul de cada RNA se sometieron a sintesis de
cDNA de acuerdo a la condiciones descritas en el
"First Strand cDNA Sintesis Kit” (Fermentas). Las
reacciones de amplificacion de los fragmentos
de los genes de estudio se realizaron en un ter-
mociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf),
en un volumen final de 50 ul. Las condiciones
de la amplificacion fueron: desnaturalizacion
inicial, 95°C/5 min; ciclo de amplificacién: desna-
turalizacion 95°C/30 s, alineamiento Tm-2°C/30
s, elongacion 72°C/30 s; elongacion final 72°C/5
min y salida 20°C. Se utiliz6 el sistema de P1 Taq
DNA polimerasa (Fermentas). El analisis final se
realizé a 30 ciclos de amplificacion, en las cuales
no existio saturacion en la reaccion (resultados
no mostrados).

INVESTIGATION UNIVERSITARIA MULTIDISTIPLINARIA - ARQ 10, N°10, DICIEMBRE 2011 [ 1 J



Previamente, se evaluaron los iniciadores sintetiza-
dos, realizando amplificaciones sobre cDNA de la
linea celular A549 de adenocarcinoma pulmonar,
la cual expresa los genes de la via del metabolismo
del hierro. Los resultados de la figura 3 confirmaron
el disefio correcto de los iniciadores utilizados, y la
especificidad de las condiciones de la reaccion.

Figura
3.

PM Fer TR p-ac
300 pb :

Fragmentos amplificados de los genes de ferritina (Fer), receptor a
transferrina (TfR) y B-actina (B-ac), sobre el cDNA de la linea celular
A549. Fer, 140 pb; TfR, 151 pb; B-ac, 110 pb. PM, marcador de 100
pares de bases. Productos separados en gel de poliacrilamida y
tefidos con plata.

Andlisis de las bandas de amplificacion, den-
sitometria de los productos y obtencion de la
relacion de expresion

Las bandas de amplificacion de cada gen se reve-
laron en geles de poliacrilamida al 12% mediante
la tincion de plata. Previamente los geles se fijaron
en etanol 10%-4cido acético 0.5% durante 10 min
con agitacion. A continuacion se expusieron en
la solucién de tinciéon de nitrato de plata al 0.2%
preparada en la misma solucién fijadora durante
5 min con agitacién. Finalmente, las bandas se re-
velaron en hidréxido de sodio al 3%-formaldehido
0.15% hasta su aparicién. De cada gel se obtuvieron
imagenes digitales y en estas se cuantificé por den-
sitometria la intensidad de cada banda, utilizando el
programa Imagel. Por ultimo, se obtuvo la relacién
de expresion dividiendo la densidad integrada de
cada gen problema entre la obtenida del gen cons-
titutivo, b-actina.

Analisis estadistico

Se obtuvo la media de expresiéon de cada gen y
se evaluaron las diferencias de expresion de cada
grupo: CM y Provincia mediante la prueba “t” de
student. Se consideraron significativas cuando el
valor de p fue menor a 0.05.
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Resultados

Los 32 de 34 casos estudiados expresaron el gen
constitutivo B-actina, y fueron considerados para
el estudio y anélisis de expresién de los genes Fery
TfR. Este resultado corroboré que el RNAm extraido
de estos casos se encuentra en condiciones 6ptimas
para su estudio ( ver figura 4):

Figura 4.

RT-PCR de los genes de Fer, TfRy b-ac sobre el cDNA obtenido de
algunos casos, en tejido pulmonar de nifios residentes de la CM
(2A) y de Provincia (2B). Cada carril es un caso diferente. A549,
linea celular; PM, marcador de 100 pares de bases. Productos
separados en gel de poliacrilamida y tefiidos con plata.

Posteriormente se procedié a cuantificar por den-
sitometria los fragmentos amplificados de cada
uno de los genes por caso, y obtener la relacion de
expresiéon con respecto al obtenido de b-actina. De
esa manera se obtuvo el promedio de expresién
y su desviacién estdndar por gen y por grupo: re-
sientes de Prov y de la CM (Tabla 1). Los resultados
mostraron una elevacion en la expresién de ambos
genes en los nifios residentes de la CM. De hecho,
los genes de Fer y del TfR se expresaron 1.8 y 1.5
veces mas, respectivamente, que el observado en
nifos residentes de Prov. Las diferencias fueron
significativas solo para la expresion del gen del
TfR entre los nifios de la CM y de Prov (p < 0.05).
Previamente (Fernadndez-Castillo et. al, 2009) se
demostré por nuestro grupo de trabajo, que son
un nimero menor de genes que se expresan en el
pulmoén, de los reportados por Ghio y cols. (2006).
También se investigo la expresién de los genes de
la hemo-oxigenasa 1y de ferroquelatasa pero no
se documento su expresion en tejido pulmonar de
nifnos. Por eso sélo se presentan los resultados ob-
tenidos del analisis de 2 genes: la Fer y el TfR.
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Tabla 1. Promedio de expresion de los genes de ferritina (Fer) y del receptor a la transferrina (TfR) en tejido pulmonar de nifios residentes

de la ciudad de México y de Provincia. * diferencias significativas entre los grupos de ciudad de México y Provincia. n.s. no significativo.

(c]:{V] o) n Fer TfR
Ciudad de México 17 | 0.925 + 0.668 n.s. | 1.044 +0.358* p <0.05
Provincia 15 | 0.495 = 0.523 0.703 £ 0.350*

Discusion

El objetivo de este trabajo fue conocer los niveles de expresion de algunos genes que participan en el metabolismo
del hierro en tejido pulmonar humano, de nifios residentes de la CM y de Prov. Los resultados mostraron el incre-
mento importante de la expresion de ambos genes en los nifios de la CM. Generalmente se ha asociado la alteracion
en los niveles de fierro a padecimientos respiratorios como el sindrome de insuficiencia respiratoria aguda del
adulto (Upton et.al, 2003) y en los cuadros de hipoxia asociada a alteraciones pulmonares crénico-degenerativas
como en la enfermedad pulmonar obstructiva crénica, o en cuadros agudos de insuficiencia respiratoria por otras
causas como el dafio vascular en la hipertension arterial pulmonar (Joyner y Johnson, 2008). También esta aso-
ciado el incremento del metabolismo del fierro en personas que viven en ciudades a grandes altitudes Moloney
y Evans, 2003), debido al mecanismo compensatorio de la reduccion del oxigeno atmosférico a altitudes como la
de la CM: 2230 m sobre el nivel del mar.

Este Gltimo hecho, junto con el aumento en la generaciéon de atmésferas oxidantes en la CM, debido a la generaciéon
fotoquimica de ozono como contaminante secundario, fueron parte de las razones para iniciar este estudio. De
entrada, el hecho de observar diferencias en la expresidon de estos dos genes, en los pulmones de nifios de CM y
de Prov, plantea fuertemente la posibilidad de que algunos factores, entre ellos la altitud o la presencia de conta-
minantes oxidantes puedan inducir esa elevacion en la expresién, principalmente del TfR. Este es solo un estudio
inicial que exploré la posible respuesta del pulmon. A partir de aqui, se plantea la posibilidad de estudiar casos de
nifos que hayan vivido a altitudes similares al de la CM, para evaluar si la altitud tiene un efecto en la induccién de
estos genes. También podria realizarse mediante un modelo animal. La segunda posibilidad es analizar tejido de
las zonas norte y sur de la CM, para poder entender si el incremento del ozono en la zona sur, induce la expresion
de estos genes. La tercera posibilidad es conocer las costumbres de los padres, asi como las caracteristicas en las
cercanias de la casa-habitacion de los sujetos de estudio.

Lo que si es importante reconocer es que el aumento en la expresién de la Fer y del TfR, sugieren fuertemente
que los pulmones de nifios de la CM estan demandando el manejo de niveles elevados de fierro, ya que estos 2
genes son estimulados principalmente por la presencia del metal. El fierro por si solo, cuando no se encuentra
“atrapado” intracelularmente en forma de ferritina, puede promover la virulencia bacteriana y catalizar reacciones
pro-oxidativas que pueden generar dafio tisular (Upton, et.al, 2003). Hay que recordar que el fierro debe estar
en complejo “almacenado” intracelularmente con la ferritina. De hecho la cadena pesada de la ferritina es la que
realiza la funcion ferro-oxidativa y contiene el dominio de unién al metal (Wang et al, 2005). Otro caso con incre-
mento en la expresién del TfR es en el sindrome de insuficiencia respiratoria aguda del adulto, y en el modelo de
induccién en ratas expuestas a lipopolisacaridos (Upton, et.al, 2003). La induccién de la cadena pesada de la Fer,
también es estimulada por citocinas (Bevilacquia et al, 1998).

Finalmente, la expresion del TfR esta acoplada a la proliferacién y diferenciacién celular (Wang et al, 2005). No
sabemos si este hecho tenga implicaciones en los tejidos de nifos residentes de la CM, ya que estos presentaron
elevaciones importantes en la expresién del TfR. Hay controversia en este respecto, ya que por otro lado, Smith
y cols. (2008) demostraron que la hipoxia secundaria a EPOC puede ser controlada por infusiones de fierro, ya
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que pueden bloquear las respuestas vasoconstricto-
ras debido a hipoxia aguda. ;Puede este mecanismo
operar en los pulmones de los nifios residentes de la
CM para evitar la falta de oxigenacién?, No lo sabe-
mos. ¢(Cudles pueden ser las implicaciones biolégicas
de la expresiéon de estos genes en los pulmones? Lo
que llama la atencién es que no existe expresion del
gen de la transferrina para entender la expresion de
su receptor.

Por lo tanto, ¢cudl es el papel de la expresion de TfR?
¢Responde a la presencia de fierro ambiental?, ¢abre
las posibilidades de crear respuestas reactivas en el
pulmén?, ;puede incrementar las posibilidades de
desarrollar infecciones? No lo sabemos por el momen-
to pero son preguntas que nuestro grupo de trabajo
tiene contempladas. Si haya existido una historia
de infecciones en otros sitios y manifestarse como
incremento de TfR en pulmén. En relacion a la Fer,
lo que es claro es que seguramente el pulmén esté
acumulando e inactivando fierro intracelularmente,
ya que ambos genes se encuentran en los pulmones
de los dos grupos de estudio. ¢Es suficiente esa can-
tidad de Fer para manejar niveles elevados de fierro
en los residentes de la CM? Tampoco lo sabemos. Pero
es claro que el pulmén puede mantener al fierro en
complejo con la ferritina.

Conclusion

Se puede concluir que la expresién tanto de los genes
de la Fer como del TR se encuentra incrementada en
los pulmones de los nifios residentes de la CM.

Con estos resultados se piensa realizar tinciones de
fierro con la tincién de Peerls optimizada con diamino-
bencidina, para conocer los niveles de fierro intracelu-
lares. También se analizara por inmunohistoquimica la
presencia de estas proteinasy correlacionar los niveles
de expresién de los mensajeros.

Se analizaran otros componentes del metabolismo del
fierro, recién descritos como las proteinas PCBP1 que
es una chaperona de fierroy se propone es la proteina
que transporta el fierro intracelular a la ferritina; y a
la proteina FLVR, que participa también en exportar
fierro y en la diferenciacion.
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