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Introduccié

1.- La biologia del ferro.

Els metalls de transici6 representen el 0,1% dels organismes vius.
D’aquests elements el ferro és el més abundant. Degut a les seves propietats
quimiques i, potser, per la seva quantitat en I'escorga terrestre, el ferro va ser
seleccionat durant ’evolucié molecular per a portar a terme moltes funcions
biologiques. Aixi el ferro és responsable del transport d’oxigen (hemoglobina,
mioglobina), de l'activacié del nitrogen i oxigen molecular (nitrogenases,
oxigenases i oxidases) i del transport d’electrons (citocroms). Tanmateix aquestes
propietats poden arribar a ser perjudicials, donant lloc a oxidacions nocives o a
reaccions amb radicals lliures, de manera que I'evolucié ha fixat que el ferro
romangui als éssers vius lligat a proteines (transferrina, ferritina, hemosiderina
)

La importancia de les funcions que realitzen les ferroproteines €s tal que
només es coneixen els bacteris anaerobis del génere Lactobacillus, que utilitzen

manganes i cobalt enlloc de ferro (Planas, 1983; Weinberg, 1990).
1.1- Propietats quimiques del ferro.

El ferro €s un metall de transici6 amb 8 valéncies, que pot trobar-se en
estats oxidats entre -2 i +6 . Les dues valencies principals s6n la forma ferrosa,
divalent (Fe™) i la forma ferrica, trivalent (Fe’*). Ambdues formes sén estables
en estat sOlid. Les sals ferroses son oxidades a I'estat férric en solucié en
preseéncia d’oxigen; les sals férriques sén estables en solucions acides perd
s’hidrolitzen a pH neutre a través de ponts d’oxigen formant hidroxids polimerics
molt insolubles (Spiro, 1977). Per aquest motiu, en condicions fisiologiques, no
existeixen ions de Fe?* o Fe'* en quantitats significatives i els organismes vius han
desenvolupat molécules que segresten el ferro per tal de mantenir-lo en solucié
durant el seu transport i inserci6 als loci bioldgics (Aisen i Litowsky, 1980).

La capacitat del ferro de formar compostos coordinats fa possible que

s'uneixi a moltes molécules organiques formant, majoritariament, complexes
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octaédrics.

Intermediats metabodlics comuns, com sucres, aminoacids, acids organics
i nucledtids poden, en major o menor grau, combinar-se amb el Fe**. Estructures
més complexs, com el grup pirrdlic (compostos hemo) poden unir tant el Fe**
com el Fe**. En aquest cas un o més dels llocs coordinats pot unir-se a I'oxigen
molecular, essent aixd de critica importancia en les propietats transportadores
d’oxigen de ’hemoglobina.

Les propietats d’oxido-reduccié del ferro en els seus dos estats més
importants sén significatives, tant des del punt de vista de la mobilitzacid i
transport del ferro, com de les seves funcions bioldgiques. Cal, perd, tenir en
compte que els mecanismes redox per a solubilitzar i mobilitzar el ferro en els
sistemes biologics dependran de la preséncia d’agents reductors per a compensar

la seva tendéncia a I'oxidaci6 (Spiro i Saltman 1974).
1.2.- Proteines que intervenen al metabolisme del ferro.

Un adult huma normal conté de 3 a 4 g de ferro (Hecberg i Rouaud,
1981; Planas, 1983; Pollycove, 1978). A la taula I s’observa la distribucié en
percentatges del ferro en I'organisme. Les dades corresponen a un home adult
de 70 kg de pes que contingui uns 4 g de ferro. En dones la fraccié de ferro
emmagatzemat €s variable i menor, depenent aquesta dada fisiologica de les
perdues addicionals de ferro durant la menstruaci6, que representa una pérdua
mitjana mensual de 0,6 mg de ferro, la gestacié, amb una pérdua total de 20 mg
Fe/kg de p.c. i I'alletament, amb menys de 0,3 mg de pérdua diaria de ferro
(Bothwell i col., 1989).
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Taula I: Percentatge de distribucié del ferro en 'organisme. Modificada de

Pollycove (1978).

% COMPOST TIPUS FUNCIO ||
65 Hemoglobina Heminic Transport O, “
Ferritina No heminic Reserva Fe
25-30
Hemosiderina No heminic Reserva Fe
3-5 Mioglobina Heminic Reserva O,
Citocroms Enzim heminic Oxidaci6
0,3 Peroxidases Enzim heminic Oxidacio
Catalases Enzim heminic Descomposici6
H,0,
It
Transferrina No heminic Transport Fe
0,1
Lactoferrina No heminic Transport Fe
I - Ferro-sulfur Enzim no hem. Variable
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1.2.1.- Proteines heminiques.
1.2.1.1.- Hemoglobina.

L’hemoglobina esta composta per una part proteica i una part prostética,
el grup hemo. Aquest conté un nucli tetrapirrolic, la protoporfirina, amb un atom
de ferro ferrés.

L’hemoglobina humana té un pes molecular de 66.700 i conté 3,4 mg de
ferro per gram de proteina (Hecberg i Rouaud, 1981; Williams, 1974). En
I’hemoglobina A (la més abundant en els humans adults) la part proteica €s un
tetramer amb dues subunitats « 1 dues B.

El ferro, en estat ferrés, es troba lligat a I'anell porfirinic del grup hemo,
formant enllagos coordinats amb els 4 atoms pirrdlics del nitrogen. El cinque
enllag s’utilitza per a connectar el grup hemo a un reste d’histidina de la cadena
de la globina, i el sise enllag queda disponible per a la seva coordinacié amb una
molécula d’oxigen (Williams, 1974). Si hi ha oxigen unit la molécula s’anomena
oxihemoglobina, si hi manca, s’utilitza el terme desoxihemoglobina. La
desoxihemoglobina varia respecte a l'oxihemoglobina en la seva estructura
quaternaria. La fixaci6 de P'oxigen a I’hemoglobina per a formar oxihemoglobina
no causa 'oxidaci6 del ferro ferrés a ferric. En el cas que aixd succeis s’obtindria
metahemoglobina, que no es combina amb l'oxigen i, per tant, no és funcional.
La formaci6 de metahemoglobina es pot donar normalment, perd els eritrocits
tenen un enzim, la metahemoglobina reductasa, que catalitza la reduccié de la
metahemoglobina a la forma ferrosa funcional.

Degut a la capacitat de I'hemoglobina d’unir 'oxigen, la sang pot
transportar 21 ml d’oxigen gas6s per 100 ml, mentre que el plasma sanguini
només pot transportar-ne al voltant de 0,3 ml per dissoluci6 fisica (Hecberg i
Rouaud, 1981).

L’hemoglobina és una proteina alostérica, de manera que la corba d’unié
de l'oxigen a I'hemoglobina té caracter sigmoidal i la posicié d’equilibri

hemoglobina-oxigen també es veu afectada per la pressi6 parcial d’oxigen i el pH

4
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(Williams, 1974). Als pulmons, on la pressi6 parcial d’oxigen i el pH son
relativament alts, ’hemoglobina tendeix a estar saturada al 96%. En canvi, a
Pinterior dels teixits periférics on la tensié d’oxigen és baixa i el pH acid (per
Ialta concentraci6 de CO,) 'hemoglobina s’uneix menys fort a I'oxigen i aixi en
descarrega part que cedeix a les cel.lules en respiraci6 fins a una saturacié del
65% (Williams, 1974).

L’hemoglobina constitueix un 90% de la proteina global dels eritrocits i
es troba concentrada en llur citoplasma, ja que durant la maduraci6 a la medul.la
oOssia es van carregant d’hemoglobina. La vida mitja dels hematies humans és de
120 dies i la seva destrucci6 porta al catabolisme de ’hemoglobina en bilirrubina,
un pigment biliar. El ferro €s recuperat i reutilitzat per a una nova sintesi
d’hemoglobina als eritrocits medul.lars (veure apartat 1.3). La quantitat de ferro

recuperada d’aquesta manera és de 20 a 25 mg diaris.
1.2.1.2.- Mioglobina.

La mioglobina €s una heteroproteina constituida per una tnica cadena
proteica de tipus « amb un pes molecular aproximat de 17.000. Esta composta
per un grup hemo unit a ferro ferrés. El grup hemo esta envoltat d’una zona
hidrofobica i unit a un grup histidil (Williams, 1974).

Fixa I'oxigen de manera rapida i reversible. La corba de dissociaci6é de
I'oxigen de la mioglobina és hipcrb(‘)llica. La mioglobina proveeix les cél.lules
musculars d’una reserva labil d’oxigen durant una activitat muscular intermitent

0 bé durant una activitat intensiva perd de curta durada (Pollycove, 1978).
1.2.13.- Enzims heminics.

Els enzims heminics contenen aproximadament el 0,3% del ferro total de
I'organisme i la seva funcié és essencial per a la vida.
Al mitocodri, el complex citocrom b i ¢, el citocrom c, el complex

citocrom a i a, accepten i alliberen succesivament electrons a la cadena
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respiratdria. Aquest procés es coneix com a fosforilacié oxidativa i déna com a
resultat la formacié d’ATP a partir ’ADP i fosfat a expenses de I'energia
produida pel transport electronic fins a 'oxigen (Nicholls i Elliot, 1974).

Els citocroms extramitocondrials, com el P-450 i el b, s’impliquen en
reaccions d’hidroxilacié de substrats enddgens i en la detoxificacié oxidativa de
certes drogues. El complex citocrom b-245 a les membranes dels fagdcits intervé
en la generacié de radicals superdxid, mecanisme implicat en la mort dels
bacteris (Rossi, 1986).

El grup hemo intervé també en la constitucié de les peroxidases i de les
catalases, enzims que utilitzen peroxid d’hidrogen endogen com a substrat en
reaccions oxidatives. Els enzims catalasa, contingut en els peroxisomes, i glutatio
peroxidasa, present en el citosol, son coneguts com a defensa antioxidant a

I'interior de les cel.lules (Halliwell i Gutteridge, 1986a).
1.2.2.- Proteines no heminiques.
1.2.2.1.- Proteines de transport del ferro.

Amb el nom de transferrines es coneixen un grup de proteines
transportadores de ferro que es troben a tots els vertebrats (Aisen, 1981). La
transferrina, propiament dita, coneguda també com siderofilina, és una proteina
del serum. Es coneix una variant, que només difereix en la composicié de la
cadena de glicans, en el rovell de I'ou (ovotransferrina o conalbiimina) i a la llet
d’alguns mamifers. Tanmateix molts mamifers no contenen transferrina a la llet,
sino una proteina molt relacionada, la lactoferrina.

Més recentment s’han descobert altres membres d’aquest grup de
proteines, la melanotransferrina (Brown i col,, 1982), les proteines Blym-1
(Goubin i col., 1983) i I'uteroferrina (Buhi i col., 1982).

- Transferrina.

L'existencia d’una proteina no heminica fixadora de ferro en plasma, va

6
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ser descrita per Hauserman el 1899, i aillada i caracteritzada per Laurell i
Ingleman el 1947.

El lloc principal de sintesi d’apotransferrina plasmatica €s el fetge. Morton
i Tavill (1977) van observar com la sintesi de transferrina estava augmentada en
resposta a un deficit de ferro, i inhibida quan n’hi havia en excés. Aix0 s’ajusta
a I'observaci6 clinica que indica que la concentracié de transferrina plasmatica
augmenta i la seva concentraci6 en ferro disminueix en I'anémia per deficiéncia
en ferro (Aisen, 1984).

Aisen i Litowsky (1980) van definir les seves caracteristiques: La
transferrina és una glucoproteina. La part proteica esta constituida per una tnica
cadena polipeptidica de pes molecular d’aproximadament 80.000, que té dos llocs
de fixacio del ferro. Els dos llocs de fixaci6 difereixen pel que fa a la fermesa
amb que lliguen el metall, en llur accessibilitat al ferro presentat en diverses
formes quimiques i també pel que fa a llurs propietats espectroscopiques.
Aquestes diferéncies no es refereixen necessariament al camp de la funcié
fisiologica. La majoria dels estudis portats a terme indiquen que els dos llocs de
fixacié funcionen de manera equivalent com a donants de ferro in vivo (Hahn i
Ganzoni, 1975; Huebers i col.,, 1981).

Les analisi de la seqiiéncia d’aminoacids indiquen que la transferrina
recent, amb dos llocs de fixaci6, sorgi, durant 'evolucié bioquimica, mitjangant
la duplicaci6 i fusi6 d’'un gen que era especific d’una altra proteina més simple
amb un altre lloc de fixaci6 (McGillivray i Brew, 1977). Als procordats s’ha
trobat una proteina fixadora de ferro de pes molecular de 40.000, que sembla ser
un precursor de la transferrina dels vertebrats (Martin i col., 1984).

La fixaci6 del ferro a la transferrina depén de la uni6 concomitant d’un
ani6 adequat (Aisen, 1981). En un medi biologic la necessitat de fixacié anidnica
queda coberta pel carbonat o bicarbonat que bloqueja el ferro en el seu lloc de
fixaci6, coordinant aixi el metall i la proteina (Harris i col.,, 1974).

La naturalesa dels residus implicats en el lloc d’unié amb el ferro ha estat
molt estudiada (Chasteen, 1983). Hom pensa que I'atom de ferro esta coordinat

amb dues histidines, dues tirosines, una molécula d’aigua i I’ani6 (bi)carbonat,
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que alhora esta unit a un residu d’arginina o tirosina a la cadena polipeptidica.

La funci6 principal de la transferrina €s el transport de ferro des dels llocs
d’absorcid, catabolisme eritrocitari i emmagatzematge, fins a les cél.lules i teixits
que en requereixen, principalment els precursors eritroides a la medul.la Ossia.

Una part del ferro de la transferrina pot ser alliberat als hepatdcits, que
I'incorporaran com a ferritina (Young i Aisen, 1981). L’alliberament del ferro de
la transferrina i la seva subseqiient incorporacié a la ferritina hepatica depenen
del metabolisme oxidatiu de la cél.lula hepatica, car necessita ATP i acid ascorbic
(Mazur i col,, 1960). Aquest ferro sera alliberat després per a les activitats
metaboliques, encara que no s4n coneguts els mecanismes que controlen aquest
pas.

Un tercer tipus de céllules que adquireixen ferro de la transferrina
consisteix en cél.lules que proliferen activament, com els fibroblasts, cél.lules
endotelials i limfocits activats. El ferro és essencial per a llur proliferacio,
probablement perqué I'enzim ribonucledtid reductasa, que conté ferro, esta
implicat en la sintesi de DNA.

Mentre es d6na la seva interacci6é amb les cél.lules que requereixen ferro,
la transferrina és conservada, experimentant molts cicles de transport durant el
seu temps de vida (8 dies) (Aisen i Litowsky, 1980). Octave i col. (1983)
proposen un model general segons el qual I'obtencié del ferro lligat a la
transferrina per les cél.lules implica una endocitosi mediada per un receptor. El
ferro €s alliberat a una vesicula intracel.lular acida (que podria ser la mateixa
vesicula endocitica o un lisosoma). Es transfereix el ferro a la ferritina citosdlica
mentre que I'apotransferrina, sense ferro, és retornada a la membrana cel.lular
i alliberada intacte al medi extracel.lular.

La transferrina manté unit el ferro en condicions fisioldgiques molt més
fortament que la majoria de les molecules fixadores de ferro, perd aquesta
afinitat decreix en baixar el pH, de manera que a pH 5 el ferro pot ser extret
per agents quelants de baixa afinitat, com el citrat.

El lliurament de ferro a la transferrina ha estat molt menys estudiat. Hom

pensa que la transferrina actua com un recipient passiu de I'alliberament de ferro
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per les cél.lules i teixits, el control del qual és regulat intracel.lularment (Brock,
1989).

Normalment, la proteina circulant esta saturada al 30% per ferro. La
distribuci6 del ferro entre els dos llocs de fixacié no esta determinada per atzar
o per motius termodinamics, sino que s’ocupa preferentment el lloc de fixacié
més deébil, a 'extrem N-terminal (Frieden i Aisen, 1980). Quan la capacitat de
fixacié de la transferrina per al ferro es veu excedida apareixen siderocomplexs

inespecifics formats amb altres proteines del sérum (Graham i col.,, 1979).
- Lactoferrina.

La lactoferrina és una proteina semblant a la transferrina pel que fa al
seu pes molecular, el fet de tenir dos llocs de fixacié per al ferro i perque
necessita I’anié carbonat per a la unié del ferro (Anderson i col., 1987). A més,
la seqiiéncia d’aminoacids de la lactoferrina presenta fragments idéntics a la
transferrina. Aixi, la lactoferrina humana presenta un 59% d’homologia amb la
seqiiencia de la transferrina (Metz-Boutigue i col.,, 1984).

Tanmateix, la lactoferrina difereix de la transferrina en la distribucid i
composicio de la cadena de glicans (Spik i col, 1982), en el seu alt punt
isoelectric (Brock, 1985) i en que té més afinitat per a fixar el Fe’* que la
transferrina, de manera que pot retenir el ferro a pH de 4 o menor (Masson i
Heremans, 1968).

Respecte a la seva distribuci6, la lactoferrina es troba a alguns fluids
corporals, com la llet, el suc pancreatic o les secrecions salivars. La seva funci6
principal €s la defensa contra les infeccions bacterianes (Sawatzaki i col., 1983).

Al ser produida per les céllules fagocitiques, s’ha proposat que podria
actuar com un mecanisme protector prenent el ferro alliberat de la transferrina
en condicions de baix pH (Charlton i Bothwell, 1983). També s’han proposat
altres funcions per a la lactoferrina: podria tenir un paper en la transferéncia de
ferro a les cél.lules de la mucosa (Lonnerdal, 1985) i en la proliferaci6 cel.lular
(Amouric i col., 1984).
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1.2.2.2.- Proteines de reserva del ferro.

La necessitat de tenir formes d’emmagatzematge del ferro als animals
superiors depén de molts factors fisiologics. Pel paper important de
I’'hemoglobina cal desenvolupar un mecanisme que protegeixi I'organisme de
perdues sobtades i que proveeixi el fetus durant la gestaci6.

El ferro s’emmagatzema principalment a fetge, perd també a melsa,
medul.la ossia, rony6 i mascul (Harrison i col., 1974) en la molécula de ferritina
i hemosiderina. Aquestes s’han identificat a espécies molt diverses de bacteris,
plantes i animals (Harrison i col., 1980).

El ferro de la ferritina és soluble i es presenta en forma de molécules
constituides per una escor¢a proteica que tanca un nucli amb el metall.
L’hemosiderina sembla ser la forma degradada de la ferritina, en la que les
molécules han perdut part de la seva escorga proteica i s’han agregat de manera

que els nuclis de ferro no s’associen amb molecules integres (Trump i col., 1973).
- Ferritina.

L’estructura de la ferritina comprén una escorga proteica que envolta un
nucli que pot contenir 4.500 atoms de ferro, encara que normalment en conté la
meitat, en forma de petites particules de ferrihidrita (5Fe,O,. 9H,0), de manera
que aproximadament el 20% del seu pes és ferro (Harrison i col., 1974).

El pes molecular de I'apoferritina de cavall és de 450.000. La molécula es
troba formada per 24 subunitats, d’'un pes molecular aproximat de 18.500
(Harrison i col.,, 1980). En estudis de difracci6 de ratjos X sobre cristalls
d’apoferritina de melsa de cavall, Harrison i col. (1974) han aportat molta
informacié sobre Pestructura de la proteina. Les 24 subunitats estructuralment
equivalents formen una escor¢a concava, gairebé esférica, amb un didmetre
extern de 13 nm i intern de 8 nm.

L’espai intern pot comunicar-se amb I'espai extern, com s’ha observat en

analisi d’intercanvis a través de diversos canals de 3-4 A de mida (Collawn i Fish,
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1985). En preséncia de ferro ferr6s i d’'un agent antioxidant, 'apoferritina captara
ferro i I'incorporara al nucli (Harrison i col.,, 1980) a través d’aquests canals
ajudats per la cadena d’amino acids de la superficie. A I'interior del nucli el ferro
serd oxidat a la forma férrica per acci6 catalitica d’aquests amino acids i
polimeritzara. Un cop s’ha format el nucli de ferro, aquest mateix té un paper
predominant en I'oxidaci6 dels ions de ferro que entrin al nucli.
L’alliberament de ferro in vitro requereix la preséncia d’agents reductors
0 quelants, i és augmentada a baix pH. Els darrers atoms de ferro en entrar a
la molécula sén els primers en ser alliberats, suggerint que els atoms a la
superficie del nucli poliméric sén els més labils (Treffry i Harrison, 1984).
S’ha aillat ferritina de molts organs de mamifers: fetge, melsa, ronyo, cor,
placenta, muscul, medulla oOssia, mucosa intestinal i sérum. La ferritina
procedent de qualsevol teixit mostra heterogeneitat isoeléctrica, degut a que la
ferritina esta composta per proporcions variables de dos tipus de subunitats de
diferent mida i carrega, que s’han anomenat H (pesada, inicialment fou descrita
al cor, perd es troba a tots els teixits) i L (lleugera, predominant en teixits rics
en ferro i ferritina, com el fetge) (Drysdale, 1971). Una tercera subunitat, la G
(subunitat glicosilada) ha estat descrita en sérum (Arosio i col., 1978).
Diversos estudis sobre la biosintesi de la ferritina en cel.lules hepatiques
de rata han demostrat que la major part de l'apoferritina es sintetitza als
polirribosomes lliures (Bomford i Munro, 1980). Existeixen evidéncies que sén
aquests els que responen a un augment de ferro incrementant la sintesi
d’apoferritina, aixi, Drysdale i Munro (1966) van observar que entre les 5 i 12
hores de I'administraci6 de ferro, I'activitat especifica de la ferritina augmentava.
Es considera que la ferritina porta a terme dues funcions principals en el
metabolisme del ferro: evitar I'acumulacié de concentracions elevades de ferro
lliure a l'interior de les cél.lules, segrestant-lo en una escorga proteica, i constituir
una reserva de ferro per a la sintesi del grup hemo. En aquest sentit, els malats
afectats per una sobrecarrega de ferro posseeixen teixits que contenen

concentracions altes de ferritina molt carregades de ferro (Harrison i col., 1974).
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- Hemosiderina.

L’hemosiderina fou aillada per Cook (1929) que la defini com a granuls
organics impregnats amb alguna forma d’dxid ferric.

El contingut en ferro de I'hemosiderina és variable, perd superior al de
la ferritina i sol ser del 41% del seu pes (Sturgeon i Shoden, 1964). Al
microscopi electrdnic es veuen particules denses similars als nuclis de ferritina
(Ritcher, 1958; Fischbach i col., 1971). Tractant la ferritina amb tripsina i agents
oxidants s’obté un producte que s’assembla a ’'hemosiderina quant a propietats
fisico-quimiques, immunoldgiques i ultraestructurals (Matioli i Baker, 1963). Tots
aquests estudis donen suport a la teoria que 'hemosiderina es forma a partir de
la ferritina. La conversié de ferritina en hemosiderina té lloc als lisosomes
(Trump i col., 1973). No es coneixen els factors que influencien aquest proces,
perd s’ha suggerit que els radicals lliures, juntament amb els enzims proteolitics,
podrien intervenir en la degradaci6 de ferritina per a donar lloc a 'hemosiderina
(O’Connell i col., 1988).

S’ha descrit que la proporcié d’hemosiderina respecte a ferritina augmenta
quan més alt és el contingut en ferro del teixit (Shoden i col., 1953). El motiu
d’aquest augment seria que en I’hemosiderina els nuclis de ferro estan més
propers, degut a la pérdua de proteina, la qual cosa permet I'emmagatzematge
de més ferro per unitat de volum. Estudis recents amb analisi de difracci6
d’electrons sobre el nucli de ferro de 'hemosiderina (Dickson i col., 1988) han
permés observar que, en condicions normals, tant ’'hemosiderina humana com
la d’animals, conté un nucli de ferro ben estructurat en forma de ferrihidrita,
similar a observat en la ferritina, mentre que en ’hemocromatosi s’observa un
nucli de ferro semblant a la goetita (o-FeOOH) amb alguns defectes de
cristal.litzacio.

L’hemosiderina no consisteix Gnicament en ferritina degradada, la seva
composici6 varia considerablement pel que fa al contingut en fosfor, nitrogen,
ferro i proteines. Algunes preparacions d’hemosiderina contenen porfirines i
altres pigments (McKay i Fineberg, 1964), sucres (Ludewig, 1957), lipids
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(Ludewig i Franz, 1970) i proteines diferents de I'apoferritina (McKay i Fineberg,

1964). L’hemosiderina no és, per tant, homogénia.
1.2.2.3.- Altres proteines que contenen ferro.

Entre les proteines que contenen ferro hi ha els enzims redox coneguts
com a proteines ferro-sulfur (Thomson, 1985). Aquestes proteines estan
generalment actuant en reaccions de transport d’un electr6. Contenen 2 o 4
atoms de ferro units a un nombre similar d’ions sulfit o als grups sulfhidril dels
residus de cisteina.

Les proteines ferro-sulfur més caracteritzades son les ferredoxines. En
mamifers es troben ferredoxines a I'escorga adrenal i altres teixits
estereidogenics, en el rony6 i al fetge i estan implicades en la conversié de
colesterol en hormones esteroidals.

També sén proteines ferro-sulfur:

- Els enzims mitocondrials NADH deshidrogenasa i la succinat
deshidrogenasa, ambdues implicades, juntament amb una ferredoxina, en la
fosforilaci6 oxidativa al cor.

- La xantina oxidasa, que es troba al fetge i a la llet, i 'aldehid oxigenasa,
del fetge, implicades en el transport d’electrons.

- L’aconitasa, un enzim del cicle de Krebs, i I'amidofosforibosil
transferasa, enzim implicat en la biosintesi de les purines.

Finalment, entre altres proteines que contenen ferro, cal destacar ’enzim
ribonucledtid reductasa, que redueix els ribonucledtids a desoxiribonucledtids, un
pas essencial en la sintesi del DNA. Aquest enzim conté dues subunitats que es
mantenen juntes mitjangant un i6 férric débilment lligat (Atkin i col., 1973) i
sembla ser rapidament exhéurit, ra6 per la qual necessita un aport constant de
ferro a fi de mantenir la seva activitat. El paper del ferro en la proliferaci6

cel.lular sembla, per aquest motiu, lligat a aquest enzim.
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1.3.- Reciclatge, absorci6 i excreci6 del ferro.

La sintesi de molécules que contenen ferro requereix el subministrament
d’aquest metall per la dieta. Quan s’estudia el metabolisme del ferro en els
mamifers s’ha de tenir en compte el balang entre els ingressos per I'alimentacio
front a les pérdues experimentades per 'excrecio i la descamacié cel.lulars, aixi
com l'estudi dels mecanismes de transport, utilitzacid i reciclatge (figura 1).

L’organisme adult és molt eficient pel que fa a la reutilitzaci6 del ferro
(Aisen, 1984). Diariament es destrueixen els eritrocits senescents. Aixd
representa el catabolisme de 6 a 7 g d’hemoglobina i I'alliberament de 20 a 25
mg de ferro. Els drgans hematopoiétics han de formar un volum igual d’eritrocits
per tal de mantenir les constants fisiologiques. Per aquest motiu és important el
reciclatge del ferro, a partir dels llocs de destruccid dels eritrocits (macrofags del
fetge i de la melsa) el qual passa al plasma i és unit a la transferrina. El plasma
és el diposit d’aquest metall des d’on és enviat als teixits hematopoiétics per a
la sintesi de nova hemoglobina, i als restants teixits per a la formaci6é de les
metaloproteines o per al seu emmagatzematge, en funcié de les necessitats de
Porganisme (Planas, 1983).

Degut a aquest eficag turnover del ferro, els mamifers mantenen una
concentraci6 corporal de ferro relativament constant, establint un equilibri entre
I'absorci6 i I'excrecié durant la vida adulta (Conrad i Barton, 1981). McCance i
Widdowson (1937) varen demostrar que el balang de ferro era regulat a nivell
de I'absorci6é. Només 0,6 - 1,5 mg de ferro s6n absorbits diariament i passen al
plasma en condicions normals. Aquesta dada dependra dels requeriments de
ferro de I'organisme, perd també de la naturalesa del ferro absorbit (el ferro en
forma heminica és absorbit més facilment) i de la preséncia d’altres substancies
en la dieta que puguin afavorir (citrat, ascorbat) o inhibir (fosfats, fitats) la seva
absorci6 (Turnbull,1974).

L'absorci6 in vivo del ferro pot produir-se al llarg de tot el tracte

gastrointestinal, perd principlament a nivell del duode i jeji (Aisen, 1984).
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Figura 1: Metabolisme del ferro als vertebrats (Planas, 1983).

S’ha suggerit que l'entrada de ferro a les céllules de la mucosa és
mediada per la lactoferrina (Lonnerdal,1985), per la transferrina (Huebers i
Finch, 1985) o que no hi intervé cap proteina (Charlton i Bothwell, 1983). A
I'interior dels enterocits el ferro pot ser emmagatzemat en forma de ferritina o
bé ser transportat per una proteina semblant a la transferrina (Pollack i Lasky,
1976) i alliberat al plasma on circulara unit a la transferrina. Refsum i Schreiner
(1984) proposen que els macrofags de la lJamina propia intestinal poden controlar
la quantitat de ferro que passara al plasma o sera excretat amb la descamacié
de les cellules de I'epiteli intestinal.

Malgrat que els mecanismes que controlen I'absorcié intestinal de ferro
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han estat molt estudiats, encara no es coneixen amb claredat. Sembla ser que
I'absorci6 incrementa durant la deficiéncia en ferro i disminueix en casos de
sobrecarrega en les reserves. La relaci6 entre les reserves de ferro i I'absorci6
d’aquest metall és objecte de controversia: mentre que alguns autors impliquen
els nivells de ferritina a la mucosa (Huebers i Finch, 1985), d’altres creuen que
el grau de saturaci6 de la transferrina plasmatica pot actuar de senyal (Refsum
i Schreiner, 1984). En un treball recent en humans, Taylor i col. (1988) troben
que I'absorci6 de ferro depén més de la concentracié de ferritina sérica que del
percentatge de saturacié de la transferrina. Aix0 seria degut a que la ferritina
sérica reflexa la quantitat de ferro de reserva de I'organisme (Jacobs i col., 1972).

El ferro absorbit que ha passat al plasma s’uneix a un pool més gran de
ferro en transit des dels llocs d’emmagatzematge i catabolisme eritrocitari cap
a la medul.la dssia. D’aquesta manera, la quantitat de ferro que diariament passa
pel plasma és de 35 a 40 mg. Aquest valor quantifica la intensitat del
metabolisme en una espécie (Planas, 1983).

Sembla ser que l'organisme no posseeix mecanismes que controlin
I'excreci6 de ferro, de manera que les pérdues sén el resultat de la descamacid
cel.lular, principalment de la mucosa intestinal i de la suor. Per aquest motiu un
augment del contingut de ferro, ja sigui degut a transfussions sanguinies repetides
0 a una manca en el control de I'absorci6, dona lloc a una sobrecarrega en ferro

amb conseqiiéncies greus (Jacobs, 1980).
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2.- La inflamacié i els seus mediadors.
2.1.- Caracteristiques de la inflamaci6

La inflamaci6 és la resposta dels teixits front a determinades agressions.
Aquesta resposta inclou una seérie de reaccions i canvis en la circulaci6 local que
tendeixen a neutralitzar i eliminar I'agent nociu i a reparar el mal tissular. Les
causes de la inflamaci6 sén els agents infecciosos (bacteris, virus, parasits, que
actuen generalment per les seves toxines) i els agents irritants (sobretot
substancies quimiques). Les reaccions inflamatdries no depenen massa de la
naturalesa de I'agent agressiu, sino principalment de la manera com 'organisme
pot organitzar les seves defenses (Rocha e Silva, 1978).

Les caracteristiques anatomocliniques que acompanyen a la inflamacié
(figura 2) ja foren descrites per Celsus, fisidleg roma del segle I d. C. Notae vero
inflammationes sunt quattuor: rubor et tumor cum calore et dolore (De Medicina,
liber 3, Cap. 10). Gal¢ va afegir-ne una cinquena, la pérdua de funcionalitat,

consequéncia directa de les anteriors (Rocha e Sﬂva, 1978).

LOSS OF

L HEAT REDNESS SWELLING PAIN FUNCTION

1 1
] BHGLISH UNVERSITILS ORESS — DEMEN WILLDUGRBY Pw D WG SPECTOA I

Figura 2 : Ex-Libris del Intermational Inflammation Club. Dissenyat per
Willoughby i Spector.
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En el procés inflamatori, com a resultat d’una lesi6 cel.lular, s’activa tot
un intrincat sistema, causant [lalliberament de nombrossos mediadors
inflamatoris. Aquests inicien un procés en tres fases que poden donar-se
simultaniament: vasodilatacid, augment de la permeabilitat capil.lar i migracié

leucocitica.
2.1.1.- Vasodilatacid.

La primera fase de la inflamaci6 és una vasodilataci6 localitzada, fet que
té per objecte 'augment de fluxe de sang a la zona afectada i que assegura
I'aport suficient de cel.lules amb capacitat defensiva, aixi com dels elements

serics col.laboradors en la defensa local.
2.1.2.- Augment de la permeabilitat capil.lar.

Com a conseqii¢ncia de l'alliberament d’histamina i de prostaglandines
dels teixits lesionats es produeix un augment de la permeabilitat capil.lar que
permetra la sortida de proteines, liquid i cel.lules del torrent circulatori. Tot aixd

comportara la formacié d’un edema.
2.1.3.- Migraci6 leucocitica

Els leucdcits s’adhereixen als vasos de la zona inflamada. Aquesta
adheréncia depén d’alteracions a la paret vascular, i no d’alteracions en els
leucdcits. No es coneix la naturalesa d’aquest canvi vascular, perd sembla ser
altament especifica. _

S’ha observat que les cellules que s’adhereixen a les vénules amb
inflamaci6 aguda s6n predominantment leucdcits polimorfonuclears (PMN)
(neutrofils amb alguns eosinofils) i mondcits (Hurley, 1978). Les cél.lules emigren
de vénules i venes, i només ocasionalment ho fan de capil.lars. Observacions a

teixits transparents vius mostren que els leucocits migren per un moviment
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ameboide. Els PMN tarden de 2 a 9 minuts en passar a través de la paret
venular. Després es mouen als teixits al voltant de 20 micres per minut (Clark
i col, 1936). Els eritrocits poden acompanyar 'emigracié dels leucocits. En
inflamacions lleus només pocs hematies escapen, perd després d’estimuls més
severs pot haver una gran hemorragia als teixits inflamats. El pas dels eritrocits
és totalment passiu, car s6n empessos per pressié intravascular a través
d’obertures transitories a la paret del vas.

Els estimuls quimiotactics alliberats pels mastocits o que provenen de
I'activaci6 del complement, contribueixen a la concentracié de cellules

fagocitiques al lloc de la lessio.
2.1.4.- Restauracio de 'area afectada.

Després que els estadis inicials de la inflamacié s’han desenvolupat, els
canvis en l'area afectada poden seguir dos camins: aquesta €s restaurada o la
inflamaci6 esdevé cronica. El procés de restauracié complerta de I'area afectada
cap a un estadi normal només pot donar-se si I'agent no ha causat arees exteses
de teixit necrosat. La restauracid no només implica la reparacié dels canvis
vasculars, com vasodilataci6 i augment de la permeabilitat, sino també
'eliminacié del material estrany dels espais extravasculars de I'area afectada:
exsudat inflamatori, leucocits PMN, fibrina, cé€l.lules del teixit necrosat i els seus
productes de desfet, majoritén’ament perque es produeix una acceleracié de la
funci6 limfatica normal (Hurley, 1978).

Des del punt de vista fisiologic la inflamaci6 seria el resultat de ’accid
d’unes substancies que actuen com a mediadors i de la participacié d’unes
cellules que han estat atretes i activades per un estimul determinat. Existeixen
moltes interrelacions entre els diferents mediadors inflamatoris i entre aquests

i les cel.lules (figura 3).
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Figura 3: Mediadors implicats en la resposta inflamatoria.
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2.2.- Cel.lules implicades en el procés inflamatori.

A nivell microscdpic, I'acumulacié de leucocits és I'indicador de Iexisténcia
de la inflamaci6. Les cellules implicades en aquest procés soén mastocits,

neutrofils, basofils, eosinofils, mondcits, macrofags i limfocits (Bonta, 1983).

2.2.1.- Mastocits.

Els mastocits s6n cel.lules altament diferenciades, probablement d’origen
medul.lar (Clark, 1983) i que es troben en els llocs d’entrada potencial d’agents
nocius, com el teixit perivascular i les superficies seroses i cutanies. La
caracteristica principal és la preséncia dels granuls densos que ocupen el
citoplasma de manera que enmascaren el nucli i es coloren intensament amb
colorants metacromatics (Metcalfe i Kaliner, 1981a). Probablement els mastocits
indueixen la primera resposta inflamatoria en una lessi6, i la seva degranulaci6
provoca Ialliberament de mediadors que poden estimular la migraci6 secundaria
d’altres cel.lules efectores a I'area inflamada.

Entre els mediadors alliberats per la degranulacié dels mastocits s’ha
descrit: histamina, serotonina, factors quimiotactics per a eosindfils i per a
neutrofils, enzims lisosomals, factor activador de plaquetes (PAF), quimiotripsina

i tripsina, prostaglandines i leucotriens.
2.2.2.- Cél.lules fagocitiques.

La fagocitosi va ser estudiada per Metchnikoff al 1893 en una amplia
varietat d’espécies animals, des de protozous fins als mamifers. Per Metchnikoff
'esséncia del procés inflamatori €s, precisament, la digesti6 del material agressor
que segueix a la fagocitosi.

Les cel.lules fagocitiques comprenen dos grups especialitzats: les cél.lules
mieloides que poden ésser mobilitzades rapidament, peré que han perdut la

capacitat de diferenciaci6 i tenen una vida curta al lloc inflamatori, i el sistema
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fagocitic mononuclear, que comprén cel.lules mobils que responen més lentament
que les cel.lules mieloides perd que poden diferenciar-se als llocs d’inflamacié

donant lloc a cél.lules més eficients que les originals.
- Cél.lules mieloides.

Es coneixen amb el nom de granuldcits o leucocits PMN. Segons I'afinitat
dels seus granuls citoplasmatics es classifiquen en neutrofils, eosindfils o basofils.
Els neutrofils sn els més abundants i estudiats.

Els granulocits es formen a la medulla Ossia, a partir d’'una ceéllula
pluripotent que €s antecessora també d’eritrocits i plaquetes. A partir d’aquesta
céllula s’origina el mieloblast que va madurant fins a granuldcit madur. En
condicions normals el teixit hematopoiétic conté una reserva de granulocits
madurs que poden ser mobilitzats en cas necessari (Wilkinson, 1983), i que en
I’home poden representar el 92,6 % dels neutrofils totals (Boggs, 1975), un 3,2
% dels neutrofils totals es troba en sang circulant, mentre que el 4,2 % restant
el constitueixen els anomenats neutrofils marginals, que s’adhereixen i es
marginen als llits capil.lars, especialment dels pulmons (Dancey i col., 1976).

Els neutrofils circulen per la sang durant un breu periode, de 6 hores
aproximadament, després del qual poden migrar als teixits, particularment als
llocs inflamatoris. Altres poden entrar al tracte gastrointestinal i son eliminats de
Porganisme.

S6n cel.lules finals, que tenen un nucli format per una massa informe de
cromatina capa¢ només d’una sintesi limitada de proteines. El neutrdfil madur
esta envoltat d'una membrana plasmatica trilaminar que és capa¢ d’extendre
pseuddpodes dirigits cap a un gradient quimiotactic (Berlin i col., 1975). Per sota
d’aquesta membrana hi ha microfilaments d’actina i miosina que generen les
forces contractils necessaries per a moure’s (Stossel, 1974).

A la membrana dels neutrofils s’han trobat receptors per a la porcié Fc
de la IgG i per al component C3b del complement (Lay i Nussenzweig, 1968) aixi

com receptors especifics pel factor quimiotactic C5a (Chenowelth i Tugli 1978).
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Els factors quimiotactics tenen miiltiples efectes en la funci6 dels
neutrofils. A part d’estimular la locomoci6 dirigida, indueixen la secrecié del
contingut dels granuls, canvis en I'adhesivitat i un fort augment en I’activitat
metabolica, generant productes microbicides. Aquests efectes poden ser dosi-
depenents: a baixes concentracions, el principal efecte del C5a és estimular la
locomocié, mentre que a concentracions elevades immmobilitza les cél.lules,
afavoreix la degranulacid i activa els processos necessaris per a la mort del
bacteri ingerit (Wilkinson, 1983).

Els neutrofils presenten dos tipus principals de granuls citoplasmatics:
primaris o atzurdfils i secundaris o especifics que contenen enzims necessaris per
a la fagocitosi. El citoplasma també conté diferents granuls de glicogen, que
constitueixen una font d’energia per a la cél.lula.

La degranulacié del neutrdfil té un important paper en la modulacié de
la inflamaci6 (Weissman, 1982). Els granuls especifics dels neutrofils contenen
materials que activen la via alterna del complement generant CSa. Aixd pot
representar un important sistema d’amplificacié de la resposta inflamatoria.
Dr’altra banda, productes procedents dels granuls atzurofils, que sén alliberats
més tard en el procés fagocitic, poden inactivar el CS5a i altres factors
quimiotactics, limitant, per tant, I'extensié de la inflamaci6 (Wright i Gallin,
1977).

- Sistema fagocitic mononuclear.

Aquest sistema compren totes les céllules que provenen de la série
monocitica de la medul.la dssia, tenen una capacitat fagocitica i pinocitica molt
elevada i tenen receptors immunologics a través dels quals realitzen un
reconeixement especific (Adams i Marino, 1983).

Els monocits s’originen a la medul.la dssia des d’on passen a la circulacid.
Després de 24 hores entren als teixits per a esdevenir macrofags tissulars
residents.

Els macrofags tissulars constitueixen ’'anomenat sistema reticulo-endotelial
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(RE). La proporcié més gran de macrofags residents es troba al fetge, la melsa
i els noduls limfatics, on els macrofags estan estretament relacionats amb els
limfocits. Altres llocs sén el teixit connectiu (histiocits) i llocs especialitzats com
I'os (osteoclast) i el sistema nervi6s central (microglia) (Wilkinson, 1983).

La membrana plasmatica del macrofag conté un gran nombre de
proteines, glicoproteines i glicolipids diferents que determinen les seves funcions
reguladores i efectores. S"han descrit més de 30 receptors especifics: receptors
implicats a la fagocitosi (per a la porcié Fc de la IgG, pel complement, per a
glicoproteines); receptors o proteines que mediatitzen funcions no fagocitiques
(receptor per a la transferrina, llocs d’uni6 per a cel.lules tumorals) i receptors
implicats en la regulaci6 (receptors per a proteines acetilades i lipoproteines,
receptors d’a,-macroglobulina, de factor de creixement dels macrofags, per a
limfocines, per a la lactoferrina) (Adams i Marino, 1983).

En el citoplasma del macrofag hi ha tres estructures importants per a
desenvolupar la seva funci6:

- El sistema vacuolar, que comprén fagosomes, pinosomes, endosomes,
lisosomes primaris i secundaris i fagolisosomes. Els lisosomes primaris i
secundaris contenen més de 40 enzims hidrolitics, essent la seva funci6 la digestio
de particules i molécules fagocitades.

- L’aparell citoesquelétic dels macrofags o sistema de filaments i tubuls
que participa en les funcions fagocitiques i secretores.

- El sistema mitocondrial. En els llocs inflamats els macrofags contenen
un nombre més gran de mitocondris (Steinman i Cohn, 1974) degut a que la
fagocitosi produeix un fort augment en la respiraci6 cel.lular i activa una oxidasa
associada a la membrana que comporta la generacid de radicals oxigenats.

Els mondcits circulants i els macrofags residents sintetitzen i secreten
diversos productes. En condicions normals els nivells d’aquests productes
secretats sOn baixos, perd a causa dels estimuls inflamatoris els nivells poden
augmentar i fer-se persistents. Els fagdcits mononuclears secreten enzims,
metabolits de I'acid araquidonic (principalment prostaglandines de la série E),

productes oxigenats i altres substancies (factors del complement, factors de
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coagulacid, interleucina 1 o interfer6 B).
2.3. - Els mediadors de la inflamaci6.

Els primers mediadors inflamatoris descrits varen ser la histamina i la
bradicinina (Rocha e Silva, 1978). El camp dels mediadors inflamatoris va
esdevenint cada cop més complex, essent ampliat amb noves substancies
(serotonina, factors del complement, prostaglandines...) i l'estudi de les
interaccions entre ells. Actualment s’accepta que en la modulacié de la resposta
a la inflamaci6 hi tindrien un paper principal les substancies alliberades per les
cel.lules fagocitiques (Clark i Chaudhiri, 1989). Aquestes substancies inclouen:
enzims lisosomals, derivats de I'acid araquidonic (prostaglandines i leucotriens),
factors de necrosi tumoral (TNF), interleucina 1 (IL - 1), factor activador de les

plaquetes (PAF) i espécies reactives d’oxigen (ROS).
23.1. - Histamina.

La histamina fou el primer mediador inflamatori conegut (Dale i Laidlaw,
1919) i és secretada pels mastocits i basoOfils. Es sintetitza mitjangant la
descarboxilaci6 de la L-histidina, en un pas regulat per la histamina
descarboxilasa (Beaven, 1976). Es un potent vasodilatador, capa¢ d’augmentar
la permeabilitat i de produir dolor (Rocha i Silva, 1978). Esta present en molts
teixits i €s alliberada en la majoria de respostes inflamatories, pero els classics
antihistaminics no tenen efecte sobre la inflamacié (Youlten, 1978). De manera
que avui dia s’accepta que aquesta substancia només intervindria en la fase
vascular de la inflamacié (Pefia, 1982).

2.3.2. - Serotonina.

La S5-hidroxitriptamina o serotonina prové de la descarboxilacié i

hidroxilacié del triptofan. El paper fisiologic de la serotonina s’exerceix a nivell
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del sistema nervi6s, actuant com a neurotransmissor, i del tracte gastrointestinal,
on intervé en la contraccié del miscul llis. També es troba als granuls de les
plaquetes i, en rossegadors, als mastocits. Es alliberada en els primers moments
de la reacci6 inflamatoria. El paper especific d’aquest mediador encara no esta
clar, perd s’ha descrit que la seva activitat estaria dirigida cap a I'augment de
la permeabilitat vascular i la separaci6 de les céllules endotelials venulars,

comportant edema tissular (Holgate, 1983).
2.33. - Bradicinina.

La bradicinina és un polipéptid capag de causar vasodilatacio, increment
de la permeabilitat vascular i dolor (Kaplan, 1981). Es genera a partir de les
proteines plasmatiques conegudes com a cininogens.

La vasodilatacié i I'increment de la permeabilitat vascular induits per
aquesta cinina facilitaran el dipdsit local d'immunocomplexs i I'afluéncia de
cél.lules. S’ha vist també que la bradicinina és capag¢ d’estimular I'alliberament
de prostaglandines (Nasjletti i Malik, 1979).

2.3.4. - El sistema del complement.

El sistema del complement esta constituit per enzims plasmatics que
s’identifiquem com a C1 fins a C9, la funcié dels quals és actuar com a
mediadors de la resposta immune. Existeixen com a precursors inactius en el
plasma i s’activen d’una manera successiva (Thomson, 1983).

Les funcions bioldgiques del sistema del complement sén diverses. El
complex C5b-9 és el responsable de la lisi cel.lular. Aquest complex s’inserta a
la membrana formant un canal hidrofilic que permet el pas d’aigua i electrolits
i aixd comporta I'eventual lisi osmotica (Mayer, 1972). C3a i C5a (formats a
partir de C3 i C5 respectivament) alliberen histamina dels granulocits, mastdcits
i plaquetes. C5a i el complex format per C5a, C6 i C7 sén quimiotctics i atrauen

els leucocits al lloc de la reacci6 antigen-anticés. C3b és el complement
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corresponent a I'opsonitzacié dels bacteris (Lay i Nussenzweig, 1968).
23.5.- Enzims lisosomals.

Els enzims lisosomals alliberats pels fagocits poden ser lisozim, hidrolases
acides i proteases neutres.

El lisozim és una proteina cationica capag d’atacar els mucopeptids de la
paret cel.lular d’algunes especies bacterianes.

Les hidrolases acides son vessades rapidament i en abundancia després
de l'estimulaci6 de macrofags i de neutrdfils. Dins d’aquests enzims hi ha la
catepsina B, capa¢ de degradar la molecula de col.lagen.

Les proteases neutres inclouen la col.lagenasa, I’elastasa i la catepsina G,
capag aquesta darrera d’hidrolitzar els proteoglicans dels cartilags i atacar el
col.lagen insoluble (Barrett, 1975).

La interacci6 dels enzims lisosomals amb altres mediadors ha estat molt
estudiada: els radicals lliures d’oxigen poden inactivar I'enzim inhibidor de la
proteasa «,, de manera que es crea un sinergisme entre aquests dos mediadors.
D’altra banda els enzims lisosomals estimulen la sintesi de prostaglandines durant

la inflamacid.
23.6.- Eicosanoides.

El terme eicosanoides descriu les prostaglandines, tromboxans i
leucotriens produits quan I'acid araquidonic, alliberat dels fosfolipids per la
fosfolipasa A,, és metabolitzat per dues vies enzimatiques diferents: via de la
cicloxigenasa o via de la lipoxigenasa (figura 4).

Els eicosanoides séﬁ produits i alliberats per diversos tipus cel.lulars,

incloent leucdcits i cél.lules parenquimals i endotelials.
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FOSFOLIPIDS
Fosfolipasa A,
m:./ ACID ARAQUIDONIC
11-HPETE
5-HETE
PGH,
PGI, TXA,
o \4
PGF,,  6KPGF,, B, HHT + MDA

N

5-HPETE
LTA,
LTB, LTe,
LT D,
LTE,
LTF

Figura 4: Metabolisme de I'acid araquiddnic.
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- Via de la cicloxigenasa.

El metabolisme de I'acid araquidonic per aquesta via comporta la
formaci6 de prostaglandines i tromboxans.

L’estructura de les prostaglandines fou establerta per Bergstrong i col.
(1968). S6n un grup d’acids grassos insaturats, de vint atoms de carboni. Cinc
dels atoms de carboni (del 8 al 12) es tanquen per a constituir un anell de 5
membres. Les prostaglandines es designen segons els substituents i €l nombre
d’enllagos addicionals de la cadena lateral. Les prostaglandines amb dues
insaturacions (de la seérie 2) provenen de I'acid araquidonic, perd també es poden
formar prostaglandines a partir de I'acid dihomo-gamma-linolénic (prostaglan-
dines de la série 1) i de I'acid 5,8,11,14,17-eicosapentanoic (prostaglandines de
la série 3) (Metcalfe i Kaliner, 1981b).

L’estudi de les prostaglandines és dificil, perque es produeixen localment,
es troben en quantitats petites i son metabolitzades rapidament.

La prostaciclina (PGL) i el tromboxa A, s6n productes intermedis
inestables, amb activitats biologiques importants. La PGI, té una estructura de
doble anell que conté oxigen (Hamor, 1981). Els tromboxans tenen una
estructura amb un anell oxa (Moncada i col., 1980).

Les prostaglandines i els tromboxans varen ser considerats com a
mediadors de la inflamaci6 per Willis (1970) pero el seu paper encara no esta
gens clar. L’alliberament de PGI,, PGE,, PGE, i PGD, pot provocar vasodilataci
i vermellor. Sembla ser que la PGI, i la PGE, s6n les principals responsables
d’aquesta vasodilatacié (Moncada i col., 1980). En I'efecte contrari, s’ha descrit
una potent accié vasoconstrictora per al tromboxa A, (Hamberg i col., 1975).
D’altra banda el tromboxa B, (derivat del A,) ha estat detectat a nivell del fluid
sinovial de pacients artritics; on sembla que tindria un efecte quimiotactic pels
leucocits (Hornstra, 1982). També tindria un paper quimiotactic la PGE, (Till i
col., 1979). Aquestes dades contrasten amb altres treballs on es descriu un paper

antiinflamatori per a les prostaglandines de la série E (Fantone i col., 1980).
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S’ha postulat també la relaci6 de les prostaglandines amb la sintesi de
proteines de fase aguda que es produeix durant la inflamaci6, ja que la PGE,
actua sobre el fetge augmentant la sintesi de a,-macroglobulina i la seva secrecié
al medi (Anbalagan i Sadique, 1984).

-Via lipoxigenasa.

Per la via de la lipoxigenasa, I’acid araquidonic és metabolitzat a HPETE
(acid hidroperoxi-eicosatetraenoic). Aquest compost pot ser metabolitzat pel
sistema glutati6 peroxidasa als HETE (acids mono-hidroxi-eicosatetraenoics). Els
productes resultants d’aquesta via sén els leucotriens, substancies bioldogicament
molt actives. Sembla que el leucotri¢ amb més activitat seria el LTB,, el qual és
un potent agent quimiotactic i quimiocinétic pels leucocits (Ford-Hutchison i col.,
1980).

Els productes de I'acid araquidonic contribueixen també a la inflamacié
mitjangant la producci6 de radicals d’oxigen en els processos catalitzats per les
peroxidases, tant de la via de la cicloxigenasa com de la lipoxigenasa (Metz,
1981).

Actualment es considera que el paper dels eicosanoides no és tant mediar
la inflamacié sino estimular o regular l'efecte d’altres mediadors (Clark i
Chaudbhiri, 1989).

2.3.7.- Factor de necrosi tumoral (TNF).

El TNF és un polipéptid descrit el 1975 per Carswell i col., amb activitat
antitumoral. Es secretat per fagocits mononuclears, mastocits, limfocits T i
algunes cel.lules tumorals.

En estudis recents se ’ha associat com a mediador de les malalties
agudes, i concretament en la malaria (Clark i col, 1981). Les seves funcions

bioldgiques, a part de causar la mort de les céllules tumorals, inclouen la
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regulaci6 dels receptors EGF dels fibroblasts, la induccié de la sintesi de PAF
pels fagocits i, en les cel.lules endotelials, I'expressié d’activitat procoagulant i
facilitar I'adheréncia dels leucocits. Hi ha també evidéncies que el TNF
incrementa la capacitat dels leucdcits d’alliberar superoxid (Klebanoff i col,
1986).

2.3.8.- Interleucina 1 (IL-1).

La IL-1 és una monocina descrita per la seva capacitat per estimular la
proliferacié mitogénica dels limfdcits. Es produida, principalment, per fagocits
mononuclears.

Des del punt de vista de la inflamacio, la IL-1 €s interesant perqué causa
'agregacio i adheréncia dels neutrdfils i mononuclears a ’endoteli (Bevilacqua
i col,1985) i la seva degranulaci6. A més, incrementa la secrecié de radicals
d’oxigen, PGE, i tromboxa A per diversos tipus cel.lulars i indueix les cel.lules
endotelials a expresar activitat procoagulant i sintetitzar PAF.

Probablement la IL-1 contribueixi a 'anémia de les malalties inflamatdries
a l'actuar sobre el metabolisme del ferro en diferents teixits diana (Konijn i
Hershko, 1989).

2.3.9. Factor activador de les plaquetes (PAF).

El PAF és un fosfolipid de baix PM generat per leucdcits, plaquetes i
cellules de I'endoteli vascular (Braquet i col.,1987). Bessin i col. (1983) van
observar similituds entre I'efecte del PAF i 'endotoxicitat experimental, per aixd
se’l considera un dels principals mediadors de la inflamaci6.

Entre les seves funcions es coneix: agregaci6 de les plaquetes, hipotensi6
i increment dels nivells de tromboxans en plasma (Lefer i col., 1984), activacié

dels neutrofils i increment de la permeabilitat vascular (Braquet i col.,, 1987).
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2.3.10. Espeécies reactives d’oxigen (ROS).

Els radicals lliures d’oxigen han estat implicats recentment en la
propagaci6 de la inflamacié. Les molécules aconsegueixen llur estabilitat a
I'aparellar els seus electrons en la formacié d’enllagos covalents. Un radical lliure
es defineix com un atom o molécula amb un o més electrons desaparellats
(Halliwell i Gutteridge, 1989).

Els electrons desaparellats que caracteritzen un radical lliure d’oxigen els
confereixen un alt nivell d’inestabilitat i per tant una alta reactivitat quimica de
la molécula. Per aquest motiu els radicals lliures d’oxigen només existeixen a
baixes concentracions in vivo (10" a 10° mol/l) (Merry i col., 1989).

En els organismes aerdbics, I'oxigen molecular (O,) te un paper important
com a acceptor d’electrons i s’Tha demostrat que actua de mediador en moltes
reaccions de radicals lliures a les céllules. En el seu estat fonamental 1'O,
presenta dos electrons desaparellats, cada un d’ells localitzat a un orbital =
antienllacant diferent i amb spin paral.lel (t)(t).Si 'O, preten oxidar un altre
atom o una altre molecula acceptant un parell d’electrons per ocupar les places
lliures dels orbitals antienllacants x de I'O,, cal que tinguin spins paral.lels entre
ells i oposats amb els de I'oxigen per tal que a cada orbital hi hagi els dos
electrons amb spin oposat. Aixd imposa una restricci que fa que 'oxigen accepti
els electrons un per un. Per excitacid, I'oxigen molecular déna lloc al radical
oxigen singlet ('O,) mentre que per reduccié s’obté el radical superdxid O,
(t+)(t)L’addici6 d’un altre electr6 al radical superoxid donara lloc a I'i6 peroxid
O,%, que ja no és un radical i que a pH fisiologic es protona rapidament a
perdxid d’hidrogen (Halliwell i Gutteridge, 1985; Torreilles i Guérin, 1989).
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El H,0, no és un radical lliure, ja que no conté electrons desaparellats.
Tanmateix és un oxidant amb alta capacitat de difussio, per la qual cosa es
classifica com a espécie reactiva d’oxigen (ROS) un terme que engloba també els
radicals lliures d’oxigen (Merry i col., 1989).

El peroxid d’hidrogen pot donar lloc, per fissi6 homolitica, al radical
hidroxil (OH)).

H,0, - 20H"

El radical hidroxil és altament reactiu, capag d’oxidar a la major part de
molécules biologiques.

La formaci6 del radical hidroxil €s catalitzada pels ions dels metalls de
transici6, i en particular, pel ferro i pel coure, motiu pel qual s’implica el ferro
en la propagaci6 de la inflamacié (veure apartat 4).

Els radicals lliures d’oxigen s’han relacionat amb la patogénesi de gairebé
totes les malalties conegudes (Merry i col.,, 1989). El 1954 Gershman i Gilbert
van proposar que les lesions provocades als organismes vius per concentracions
excessives d’oxigen devien ser atribuides a la formaci6 de radicals Iliures. Perd
llur importancia va ser demostrada quan McCord i Fridovich (1969) van
descobrir la preséncia de I'enzim superdxid dismutasa (SOD) als organismes vius.

En condicions in vivo, els radicals lliures d’oxigen poden ser produits a la
cadena respiratoria, durant la fagocitosi, en la biosintesi dels eicosanoides i en
les reaccions oxidatives de detoxificacio.

Durant la fagocitosi, €l consum d’oxigen s’incrementa considerablement,

33



Introducci6

en el procés anomenat explosié respiratdria, amb I'objectiu de produir ROS,
responsables de la mort dels patdgens. En resposta als factors quimiotactics, les
cel.lules fagocitiques (neutrofils i monocits circulants) es dirigeixen al lloc de
I'agressi6. Els agents quimiotactics inclouen un component del sistema del
complement (C5a), leucotriens i polipéptids secretats pels mastocits i basofils.

Uns factors del plasma actuen en la particula agressora per tal que pugui
ser reconeguda pels fagdcits, aquest procés s’anomena opsonitzacié. Les
principals oposonines s6n immunoglobulines de la classe g (IgG) i proteines del
complement.

Els principals estadis involucrats en la fagocitosi serien:

- Uni6 del complex antigen-anticés als receptors de la membrana de les
cel.lules fagocitiques.

- Hiperpolaritzaci6 de la membrana cellular, seguida per la
despolaritzacid i repolaritzacié lenta (en 5-10 segons). Incrementa el Ca** lliure
en el citoplasma.

- Les vesicules formades per endocitosi que contenen el complex antigen-
anticGs es fusionen amb els lisosomes, donant lloc a un fagolisosoma.

- Es produeix la degranulaci6 dels neutrofils, amb un alt increment en
I'absorcié d’O, i la taxa metabolica.

Aquest procés constitueix l'explosié respiratdoria amb una activitat
incrementada de la derivaci6 de les hexoses monofosfat i la produccié de peroxid
d’hidrogen (H;0,) i ani6 superoxid (O,) (figura 5).

Hi ha dos sistemes enzimatics implicats en la generacié de ROS: el
sistema NADPH oxidasa, lligat a l]a membrana plasmatica que incorpora el
citocrom b-245, responsable de la producci6 dels radicals superoxid, el qual per
dismutacié6 donara lloc a peroxid d’hidrogen (Rossi, 1986) i el sistema
mieloperoxidasa (MPO), una hemoproteina localitzada als granuls atzurofils dels
neutrofils. Aquest enzim €s responsable de la produccié d’hipoclorit (HOCI) i
altres cloramines, a partir del peroxid d’hidrogen (Torreilles i Guérin, 1989).
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Figura 5: Produccié de ROS durant la fagocitosi en els neutrofils. Vies

metabdliques implicades (Root i Chen, 1981).

1.- Prévia estimulacié a la membrana del neutrofil, 'O, sofreix una
reduccié a O, en una reacci6 catalitzada per una oxidasa que utilitza NADPH
com a substracte.

2.- 'O, és reduit per dismutacié espontania a H,0,.

3.- La MPO és incorporada a la vacuola fagocitica on catalitza reaccions
microbicides a partir del H,O, i d’haldgens.

4.- 'O, que surt de la vacuola fagocitica és reduit a H,0O, per acci6 de
la SOD.

5.- Per acci6 de la catalasa una part del H,O, pot donar lloc a H,0 i O,.

6.- La glutatié peroxidasa (GSH-PO) catalitza I'oxidaci6é de H,0, en H,O.

7.- S’activa la via de les hexoses monofosfat (HMS) oxidant glucosa per
a produir NADPH.
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Després de la fagocitosi té lloc I'exocitosi, mecanisme pel qual els granuls
sén buidats fora de la cellula. Els neutrofils poden alliberar aixi una série de
factors que actuen sobre els teixits, lesionant-los i amplificant els procés
inflamatori. En alguns casos, particularment si hi ha molts antigens al voltant del
fagocit, el lisosoma pot fusionar-se amb la vesicula endocitica abans que aquesta
estigui totalment tancada, de manera que els enzims lisosomals s’alliberen al fluid
extra-cel.lular.

La importancia de la producci6 de ROS en els PMN s’ha posat de
manifest al demostrar-se que les celules privades d’oxigen engloben, perd no
maten eficientment certs microbis (Mandell, 1974) i a I'estudiar-se el sindrome
de la malaltia granulomatosa cronica. En aquesta malaltia I'explosi6 respiratoria
no funciona, degut a una abséncia hereditaria del citocrom b-245. Aixd déna lloc
a infeccions bacterianes persistents malgrat que 'opsonitzaci6 i la fagocitosi son
normals (Segal, 1985).
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3. Alteracions en el metabolisme dels metalls en la inflamaci6

Els procesos inflamatoris, independentment del la seva etiologia, sén
capagos d’induir canvis en la distribuci6 i metabolisme de molts elements traca,
tals com el coure, el zinc (Feldman i col., 1981d; Oliva i col., 1987) i el ferro
(Carbonell i col,, 1989; Hershko i col., 1974; Hershko i Konijn, 1977).

Les alteracions dels metalls apareixen lligades a una fase aguda de
resposta de proteines plasmatiques (Powanda i col., 1973; 1975) i podrien formar
part d’un sistema de defensa que actuaria contra els agents inductors de la
inflamaci6, essent aquest sistema activat pels factors dels fagocits (Powanda,
1981).

3.1. Mobilitzaci6 del ferro

S’han observat canvis profunds en el metabolisme del ferro en malalties
tan diverses com infeccid, necrosi tissular, processos quirirgics i carcinomes,
suggerint una patogenesi comuna que depen del grau de cronicitat de la malaltia.

En general, s’ha observat com les inflamacions agudes poden causar
canvis transitoris en els nivells plasmatics del ferro, transferrina i ferritina, mentre
que el dany tissular continu associat a I'artritis reumatoide o a un tumor maligne
produeix alteracions complexs en el turnover del ferro, les quals resulten en una
redistribuci6é del contingut de ferro en diversos teixits, eritropoiesi anormal i
anémia (Roeser, 1980).

L’anémia de la inflamaci6 i de les malalties croniques (AICD) ha estat
molt estudiada, tant en pacients cronics (Haurani i col., 1965) com en models
experimentals (Feldman i col., 1981a; 1981b; Hershko i col., 1974; Hershko i
Konijn, 1977; Mikolajew i col., 1969b). L’AICD va ser definida per Cartwright
i Lee (1971) com una anémia de grau mig i de gravetat no progressiva.
Normalment ’AICD es manifesta com a normocitica i normocromica, perd
ocasionalment pot esdevenir microcitica i hipocromica (Birgegard, 1989)

particularment als pacients de més cronicitat.
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Molts dels simptomes clinics de I’AICD s6n similars a 'anémia provocada
per deficiéncia en ferro (Haurani i col., 1965): s’observa com els nivells de ferro
plasmatic sén inferiors als normals mentre que la porfirina eritrocitaria esta
elevada. Tanmateix '’AICD no respon a una terapia amb ferro, manté valors
baixos de la capacitat total de fixaci6 del ferro per la transferina (TIBC) i no
s’observa deplecié de ferro als drgans de reserva (Carbonell i col., 1989; Feldman
i col, 1981d)

S’han suggerit diversos mecanismes per a explicar I'aparicié de 'AICD.
Un d’aquests mecanismes implicats podria ser la disminuci6 de la vida mitja dels
eritrocits, que ha estat descrita en pacients amb artritis reumatoide (Cavill i
Bentley, 1982) aixi com en rates amb inflamaci6 cronica induida per adjuvant de
Freund (Mikolajew i col., 1969b).

Cartwright i Lee (1971) varen atribuir la disminuci6 de la vida mitja dels
eritrocits a I'existéncia d’un factor extracorpuscular hemolitic. Aquest factor
hemolitic explicaria perque la vida mitja dels eritrocits procedents de donants
sans disminueix quan son transferits a pacients artitrics, mentre que els eritrocits
de pacients tenen una vida mitja normal quan sén transferits a individus sans.

Una altra possible causa de la reduccié de la vida mitja dels eritrdcits
seria la seva extraccid de la circulaci6 per un sistema RE hiperactiu, segons
suggereix Lee (1983).

Aquestes dues observacions podrien explicar, en part, I'aparici6 de
I’AICD. Perd d’'una manera més general, actualment s’accepta que ’AICD seria
el resultat d’un balang negatiu entre la destruccié i la produccié d’eritrocits, de
manera que l'eritropoiesi no seria suficient per a compensar la reduccié de la
vida mitja dels eritrocits. Segons aquesta hipotesi durant la inflamacid es
produiria una reducci6 en la producci6 i sintesi d’eritropoietina o bé una
disminuci6 en la resposta de la medul.la dssia a Peritropoietina (Zarrabi i col.,
1977). En aquest sentit els treballs de Schooley i col. (1987) mostren que la IL-1
inhibeix I’acci6 de I'eritropoietina en cultius cel.lulars.

D’altra banda Marchal i Milon (1986) proposen que els limfocits T

tindrien un paper en la regulacié de I'eritropoiesi al secretar factors que la
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inhibeixen.

La majoria dels autors, perd, argumenten que la limitaci6 de la
proliferaci6 eritrocitaria durant la inflamaci6 seria deguda a la disminuci6 de la
disponibilitat de ferro per a 'eritropoiesi. Donat a que s’han observat reserves
normals o altes de ferro a les cél.lules del sistema RE i parenquimal, hom parla
d’un segrest de ferro (Hershko i col, 1974; Lee, 1983; Mikolajew i col., 1969;
Roeser, 1980).

A la figura 6 s’observa el turmover de ferro a les cél.lules RE en condicions
normals i durant la inflamacid. Segons Roeser (1980) el segrest intracel.lular de
ferro a les cel.lules RE seria degut a una combinaci6 dels segiients factors:

- Entrada accelerada de ferro a les cél.lules RE, en forma d’hemoglobina
(degut a la reducci6 de la vida mitja dels eritrocits), en forma de lactoferrina
(resultat de I'increment de turnover i quelaci6 del ferro en el fluid extracel.lular),
i de transferrina (per I'increment de la capacitat de les cel.lules RE d’extreure
ferro de les proteines).

- Desviaci6 del ferro RE incrementat a la fase ferritinica i hemosiderinica.
L’increment en la taxa de sintesi de ferritina i la seva desviacié a hemosiderina
fa que aquest ferro sigui menys disponible per al pool de ferro plasmatic.

Probablement la retenci6 de ferro en el sistema RE dels teixits
quantitativament més importants i la reduccié en I'absorcié intestinal de ferro
(Hershko i col., 1974) serien els responsables de la hipoferrémia i, en darrer

terme, de 'anémia.
3.2.- Mobilitzaci6 del coure.

El coure es troba en el plasma lligat principalment a la ceruloplasmina,
perd també pot acomplexar-se amb I’albtimina i alguns aminoacids. S’associa
també a I’enzim superoxid dismutasa (SOD) tant en eritrocits com en leucdcits
circulants.

El fetge €s el principal organ de reserva de coure, on es troba lligat a la

metalotioneina i s'incorpora a la ceruloplasmina abans de circular per la sang
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(Meacock i col., 1981).
Oliva i col. (1987) descriuen hipercuprémia i increment en la concentracié

hepatica de coure en rates artritiques. Mentre que a gossos artritics s’observa un
augment de coure en sérum acompanyat d’'una disminuci6é en la concentraci6

hepatica de ceruloplasmina i de coure (Feldman i col., 1981d).
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Figura 6: Esquema del turnover del ferro a les céllules RE.

a) En condicions normals.

b) Durant la inflamacié aguda.

¢) Durant la inflamacié cronica.
Hb, hemoglobina; L, lactoferrina; Fe-Tf, ferro lligat a la transferrina; RE,
cellula del sistema reticulo-endotelial; EC, fluid extracel.lular (Roeser,

1980).
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4.- El paper del ferro en la formacié dels radicals lliures oxigenats.

Les ROS (veure apartat 2.3.10) formades a partir del dioxigen per
reducci6 (superoxid, perdxid d’hidrogen i radical hidroxil) s’han implicat en un
gran nombre d’estats fisiologics, toxicoldgics i patologics.

El paper catalitzador dels metalls de transici6, principalment coure i ferro,
ha estat reconegut com una part integral en la generaci6 i en les reaccions
d’aquestes especies reactives d’oxigen. No obstant, en els sistemes biologics la
concentracid dels metalls de transici6 redox-actius sembla ser relativament baixa.
Tanmateix, sota certes condicions, les proteines d’emmagatzematge i transport
(ferritina, transferrina i ceruloplasmina) poden proveir de metalls redox actius
(Aust i col., 1985).

Factors com el pH i la capacitat dels quelants semblen governar la
reactivitat dels metalls de transici6 amb el dioxigen i els radicals d’oxigen i, per
consequiencia, influencien els mecanismes pels quals el dany oxidatiu als

fosfolipids, DNA, proteines i altres biomolécules €s iniciat.
4.1.- El ferro i la formaci6 del radical hidroxil.

El radical superoxid (O,) i el peroxid d’hidrogen (H,0,) es formen en tots
els organismes aerobics, i, com hem vist (apartat 2.3.10) tenen un paper cabdal
durant la fagocitosi. '

Tant el O, com el H;O, poden danyar directament les cél.lules diana,
perd la seva reactivitat €s limitada. Tammateix, en preséncia d’un complex de
ferro adequat, el O, i el H,O, poden interactuar donant lloc a una espécie

altament reactiva, el radical OH..
4.1.1.- Reaccions del radical superdxid amb el ferro.

En un medi aqués el radical superoxid tendeix a dismutar-se en una

reaccié no enzimatica per a donar H,0,i O, .
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0;+0; 22 H,0,+0, (1)

A pH fisiologic 1a constant per a la dismutaci6 no enzimatica és de 8 x 10*
M*s?, i per a la dismutacié enzimatica 2 x 10° M" s* de manera que la familia
d’enzims de la superoxid dismutasa sembla protegir contra els efectes deleteris
del O, reaccionant de manera rapida i sense necessitat de cofactor.

Malgrat I'existéncia de la SOD, en soluci6 aquosa, el O, pot reduir el Fe’*
a Fe®. Aquesta reacci6 es dona amb la formacié d’'una espécie (espécie
perferril) que té una estructura intermédia entre el Fe’*- superoxid i el Fe**-

oxigen:

Fe*'+0;=[Fe* -0;»Fe? -0,] nFe? +0, (&)

Aust i col., (1985) han suggerit que aquests complexs podrien actuar com
a medi de transport dels radicals Iliures d’oxigen des del lloc on es generen fins

el lloc d’eventual reaccié amb les molécules diana.

4.1.2.- Reaccions del peroxid d’hidrogen amb el ferro.

- Reacci6 de Fenton

Malgrat que el H,O, és un potent agent oxidant, les seves reaccions amb
compostos organics només es donen lentament, perd pot actuar amb els metalls

de transicié per a formar un oxidant capag de reaccionar amb les molécules

organiques, en la reaccié coneguda com a reaccié de Fenton:

Fe? +H,0,~Fe* +OH' +OH" (3)
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L’oxidant format en la reacci6 de Fenton és el radical hidroxil (OH’) i
seria el responsable de les oxidacions a molécules organiques. Alguns autors,
perd, han postulat que en aquesta reacci6 es formaria un complex de ferro i
oxigen, I'i6 ferril (FeO™ o bé FeOH’), que seria, en darrer terme, I'espécie
oxidant (Rush i Koppenol, 1986):

Fe? +H,0;+FeOH* +OH~ (4)

FeOH? »Fe0? +H* (5)

En revisions sobre el tema (Aust i col.,1985; Halliwell i Gutteridge, 1988)
s’admet que tant I'i6 ferril com I'hidroxil poden formar-se en la reaccié de
Fenton perd donat que ambdds tindrien els mateixos efectes es tendeix a referir-

se com al radical hidroxil a I'espécie reactiva formada.

- Reaccié d’'Haber-Weiss

La reacci6 d’Haber-Weiss (1934) va ser proposada com la reaccié de
formacié de radicals lliures catalitzada pel ferro. De fet és la suma de dues

reaccions anteriors, la reduccié del metalls quelats pel superoxid (2) i la reaccié
de Fenton (3):

Fe® +0;, = Fe?'+0,
Fe? +H,0,—~ Fe* +OH' +OH"

O; +H,0,—= O,+OH " +OH" (6)

Ates que el radical superoxid proveeix el Fe** necessari per a reaccionar
amb el H,0, i formar el OH, aquesta reaccié també rep el nom de reaccié de

Fenton conduida pel superoxid.
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4.2.- Agressi6 dels radicals lliures a les biomolécules.

El radical hidroxil, format a les reaccions de Fenton i d’Haber-Weiss pot

oxidar els lipids, proteines, carbohidrats i DNA.
4.2.1.- Lipoperoxidaci6.

Un lloc potencial per a 'oxidaci6é per part dels radicals €s la membrana
cel.lular. El procés resultant és la lipoperoxidaci6 coneguda com a rancidificacié
que causa disminuci6 en la fluidesa de la membrana i impedeix les seves funcions
normals (Sevanian i Hochstein, 1985).

La majoria de les membranes contenen al voltant d’'un 40% de lipid i un
60% de proteina. Els lipids de les membranes sén en gran part polars. Hi
predominen els fosfoglicérids, amb quantitats menors d’esfingolipids. La relaci6
de les diferents classes de lipids polars €s caracteristica del tipus de membrana,
de I'd0rgan i de I'espécie. Els lipids estan comﬁostos per acids grassos (AG),
Pestructura dels quals esta formada per una cadena hidrocarbonada, no
ramificada en els animals, amb un grup polar carboxilat en un extrem i un grup
no polar en 'altre. La cadena hidrocarbonada pot ser saturada o tenir un o més
d’un dobles enllacos, essent llur longitud, juntament amb la posicid i el nombre
de dobles enllagos, el que els confereix llur especificitat.

La taxa de reaccions dels radicals amb els lipids de les membranes esta
influenciada per la quantitat d’acids grassos poliinsaturats (AGPI) que contingui
i el grau de llur insaturacié (Fehér, 1987).

El radical OH' pot iniciar el procés de lipoperoxidacié a les membranes

a l'extreure un atom d’hidrogen d’una cadena senzilla ’AGPI:
Lipid-H + OH —~ Lipid- + H,0 )

D’aquesta manera es forma el radical alkoxil (lipid’)
La reacci6 segiient més probable, en condicions aerdbiques, sera la

formaci de radical peroxil (lipid O,).
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Lipid- + O, Lipid O, (8)

El radical peroxil pot extreure més atoms d’hidrogen i propagar la cadena

de reacci6 de la lipoperoxidaci6
Lipid O, + Lipid-H — Lipid O,H + Lipid (&)

donant lloc a la formaci6 del lipoperoxid (lipid O,H) i del radical alkoxil.

El ferro pot contribuir a iniciar la lipoperoxidaci6 a I’afavorir la generacié
del OH, perd, a més, s’ha descrit que els complexs del ferro i oxigen poden
també ser capagos d’extreure atoms d’hidrogen (Halliwell i Gutteridge, 1988).
Aixi entre els possibles iniciadors del procés de lipoperoxidacié de les
membranes s’han descrit els compostos ferril (FeOH** o FeO*), perferril (Fe'*-
O; o Fe**-0,) i el complex Fe™/Fe™/oxigen (Minotti i Aust, 1987). Per altres
autors (Aruoma i col., 1989), el mecanisme d’iniciacié de la lipoperoxidacié no
és tan especific, ja que s’ha observat com el AP’** i el Pb** podrien substituir el
ferro en la iniciaci6 de la lipoperoxidacio.

Hi ha una altra manera addicional per la qual el ferro pot estimular la
lipoperoxidaci6. Els lipoperoxids son, en condicions fisiologiques, facilment
descomposables pels complexs del ferro, donant lloc a la formacié de radicals
peroxil i aldehids citotoxics:

2 Lipid O,H C—"’"-}';—-—i"m—upid O-+Lipid O;+H,0 (10)

Els radicals peroxil sén, a la vegada, iniciadors i productes de la
lipoperoxidacié de manera que el procés s’autoperpetua. D’aquesta manera la
descomposicié6 depenent de ferro pot accelerar les taxes observades de
peroxidacio.

Molts AGPI de la membrana tenen enllagos dobles no conjugats i separats
pel grup metile. La preséncia d’un doble enllag adjacent a un grup metilé fa que
I'enllag C-H sigui més debil i per tant més susceptible a que un hidrogen sigui

extret (figura 7). Quan aquest s’ha extret, el radical produit s’estabilitza per
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reordenament dels lligams dobles, per tal de formar un radical amb diene-
conjugats, que pot, aleshores, ser peroxidat. Aixo significa que els lipids amb
diversos grups metilats intercalats son particularment susceptibles a la

peroxidaci6 (Yagi, 1982).

Fatty acid with
3 double bonds Hydrogen abstraction

l.\lo]euular reirrangement

— Conjugated diene with UV
— —. absorbance at 234 nm

O, Oxygen uptake

- Peroxy radical: abstracts
=== H* from another futty acid causing
an autocatalytic chain reaction

(I)
0
-
H* Lipid
hydroperoxide
. — - l Fragmentation to aldehvdes
Cyelic i - tincluding malondialdehsy de)
? perovide & polymerization products.
. }
| Cyelic
H endoperovide

Figura 7: Peroxidacié d’un lipid poliinsaturat (Halliwell i Gutteridge;
1989).
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In vivo els lipoperodxids poden ser produits de manera enzimatica, en la
cascada de I'acid araquidonic, o no enzimatica (lipoperoxidaci6). Aquests dos

sistemes poden interactuar, ja que la produccié de peroxids donara lloc a

I'activaci6 de la cicloxigenasa (Merry i col., 1989).
Els productes de la lipoperoxidaci6é poden inhibir la sintesi de proteines,

bloquejar l'acci6 dels macrofags i alterar les funcions quimiotactiques i
enzimatiques (Yagi, 1982). Un dels aldehids citotoxics produits és el
malondialdehid (MDA). El MDA pot atacar els grups amino de les proteines per

a formar entrecreuaments intramoleculars i intermoleculars (figura 8).
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Figura 8: Dany oxidatiu induit pels radicals lliures a les membranes

cellulars. (Fehér, 1987).
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4.2.2.- Proteines i DNA.

Les proteines exposades a ROS sofreixen desnaturalitzacié, pérdua de
funcié, entrecreuament, agregacié i fragmentaci6 (Merry i col, 1989). La
generacié de radicals hidroxil als llocs de fixacié dels metalls de transicié
produeix un dany localitzat (Winyard i col., 1984).

Els radicals d’oxigen indueixen la hidroxilacié de les bases del DNA i
poden causar escissions en les cadenes sencilles i dobles. Com a les proteines, la
generaci6 del radical hidroxil en un lloc especific del DNA, catalitzada pel ferro
lligat al DNA és altament perjudicial perqué aquests canvis podrien ser causa de
la incorporaci6 erronia de bases, originant mutacions somatiques. Aquest fets
suggereixen que els radicals hidroxil poden intervenir en la inducci6 de
'autoimmunitat i possiblement també en la carcinogénesi (Loels i col., 1988;
Merry i col.,1989).

4.3.- Naturalesa del ferro promotor de la lipoperoxidaci6 in vivo.

Diversos autors (Jacobs, 1977; Halliwell i Gutteridge, 1985) han descrit
la preséncia de pools de ferro lligat a compostos de baix pes molecular a les
cellules. Aquests pools consistirien en ions de ferro lligat a ADP, ATP i citrat.
Els complexes de Fe’* amb aquestes molécules poden reaccionar amb el radical
superoxid (reacci6 2) perd en canvi la seva reactivitat amb el perdxid d’hidrogen
sembla ser poc efectiva (Halliwell i Gutteridge, 1988). Degut a que la naturalesa
quimica del pool intracel.lular de ferro és poc coneguda, és dificil determinar si
aquest ferro pot promoure la formaci6 del radical (OH) in vivo. No obstant, si
aquest ferro €s un potencial catalitzador de la formacié de radical hidroxil en el
medi intracel.lular, aleshores els enzims intracel.lulars antioxidants esdevenen un
mecanisme protector molt important (Fridovich, 1986b).

Respecte al ferro lligat a proteines, diversos estudis han suggerit que els
ions de ferro lligats a transferrina, lactoferrina, hemoglobina, mioglobina,

ferredoxina, ferritina o hemosiderina, no s6n capagos de reaccionar amb el
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peroxid d’hidrogen per a formar radicals OH' detectables fora de la proteina
(Aruoma i Halliwell, 1987; Gutteridge, 1986). Aquests estudis, pero, no permeten
confirmar si la formacié de OH es pot produir a dins de la proteina en el lloc
d’uni6 amb el ferro. En aquest cas, la mateixa proteina seria atacada degut a
I’alta reactivitat del OH' .

Malgrat que el ferro lligat a proteines sembla ser un ferro segur i no
implicat en els procesos oxidatius, s’ha observat que la peroxidacié pot causar
I'alliberament del ferro d’algunes d’aquestes proteines (Gutteridge, 1986).

La transferrina i la lactoferrina semblen ser resistents al stress oxidant. En
canvi, ’hemoglobina és rapidament degradada per excés de peroxid d’hidrogen,
i pot alliberar ions de ferro. La mioglobina és també degradada per excés de
peroxid d’hidrogen. La ferritina ha estat descrita com a estimuladora de la
lipoperoxidaci6, probablement perqué l'escorga proteica seria atacada pels
lipoperdxids, causant l'alliberament del ferro (Gutteridge i col.,1983). D’altra
banda, s’ha implicat el radical superoxid en I’alliberament de ferro de la ferritina
(Biemond i col., 1984), i, en un procés més lent, de ’hemosiderina (O’Connell
i col., 1986).

4.4.- Mecanismes de protecci6 contra I’agresi6 produida pels radicals

Hiures.

Els organismes vius estan protegits contra els efectes potencialment
perjudicials de les reaccions amb radicals lliures per mecanismes estrictes de
control.

Certes caracteristiques de les membranes sén responsables de llur
proteccié parcial en les reaccions de radicals lliures. Aixi els AGPI de les
membranes, susceptibles de ser lipoperoxidats, estan localitzats a la regi6
hidrofobica, lluny del lloc de transport d’electrons, ja que aquest es déna a la
regié hidrofilica. Tanmateix, alguns agents quimics com el CCl, (Cambon-Gros
i col, 1990), el DDT i substancies carcindgenes poden penetrar a la regi6

hidrofobica i iniciar reaccions de lipoperoxidacié (Fehér i col., 1987).
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Al medi intracel.lular, el principal mecanisme per a una defensa in vivo
contra la toxicitat de I'oxigen és mantenir una baixa tensié d’oxigen als teixits
(aprox. 26 mm Hg). Aixi la formacié del radical superoxid es manté sota control.
D’altra banda les céllules contenen diversos enzims per a l'extraccié de les
especies reactives d’oxigen.

El radical superdxid és captat per I'enzim superdxid dismutasa (SOD).
S’han aillat tres tipus de SOD, cadascuna amb un metall redox actiu diferent
(manganés, ferro o coure). El metall que conté la SOD és reduit, en primer lloc,
pel O;, donant lloc a oxigen i seguidament és oxidat, per un segon O,, donant
lloc a H,0, (Fridovich, 1986a). El perdxid d’hidrogen, al seu torn, és extret per
la catalasa i la glutatié peroxidasa.

Els antioxidants contitueixen un altre mecanisme de proteccid
intracel.lular contra la lipoperoxidacid. Els antioxidants son definits per Halliwell
i Gutteridge (1989) com a tota substancia que, quan esta present en baixa
concentraci6 comparat amb la concentracié del substrat oxidable, retarda o
inhibeix I'oxidacié d’aquest substrat.

Com a antioxidants naturals, que es donen en sistemes biologics en
condicions fisiologiques, es coneixen les vitamines E, C, A, i K; el seleni i
compostos que contenen el grup tiol (cisteina, cisteamina, glutatié) (Halliwell,
1990).

Els antioxidants poden actuar a diferents fases del procés de
lipoperoxidacid, i alguns actuen com a scavengers. La funci6 dels scavengers és
reaccionar amb un radical per a produir un altre radical. El radical resultant ha
de ser menys reactiu i, per tant, menys toxic que I'inicial.

La vitamina E, principalment el a-tocoferol, és un antioxidant liposoluble
que pot reaccionar amb O,, OH' i amb lipoperéidds. En aquestes reaccions es
produeix el radical tocoferil, el qual pot ser reduit a tocoferol per agents
reductors com I'acid ascorbic. La importancia del tocoferol resideix en la seva
solubilitat a la membrana (Burton i Ingold, 1986).

La vitamina C pot actuar com a antioxidant i com a prooxidant (Rose,

1990). A alta concentracié I'acid ascorbic reduit inhibeix la lipoperoxidacié a

50



Introduccié

I'actuar com a scavenger del radical OH' i del O,". En canvi, a concentraci6 baixa
i en preséncia d’ions metal.lics catalitics pot estimular la generaci6é del radical
OH.. Al citosol i al serum I'ascorbat es manté a concentracions altes (37-78 uM).

Els grups tiol, per la seva banda, actuen com a scavengers pels radicals
lliures al perdre un hidrogen del grup -SH. Els radicals tiil formats (-S°), poden
interactuar entre ells i formar ponts disulfur (-S-S-).

Un tercer mecanisme de defensa seria la descomposicid dels productes
finals de la lipoperoxidacié mitjangant, probablement, enzims del metabolisme
xenobiotic. En aquest sentit s’ha descrit una activitat protectora del citocrom P-
450 ja que podria actuar metabolitzant lipids endogens i prostaglandines (Fehér,
1987).

Comparat amb les cel.lules, el medi extracel.lular esta menys eficientment
protegit de les reaccions amb radicals lliures. Una SOD d’alt pes molecular, la
ceruloplasmina, la transferrina, i probablement també la glucosa i I'urat serien
responsables de I'acci6 antioxidant. El paper biologic de la ceruloplasmina €s el
de ser una ferroxidasa que catalitza 'oxidaci6é de Fe** a Fe**. Aquesta darrera
és la forma que es fixa a la transferrina. L’activitat ferroxidasa de la
ceruloplasmina, en inhibir les reaccions depenents de Fe?*, actua com un
important antioxidant extracel.lular (Gutteridge i col., 1981).

Un factor limitant en la produccié del radical OH, per la reaccié de
Fenton, seria la disponibilitat dels metalls de transicid capacos de catalitzar
aquesta reaccio. Aixi les proteines fixadores de ferro eviten I'existéncia de grans
quantitats de ferro lligat a compostos de baix pes molecular. Per aquest mateix
motiu s’ha proposat (Gutteridge i col., 1979) un paper per als quelants de ferro

en la prevenci6 de les malalties associades als processos de stress oxidant.
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5.- Objectiu del treball

El ferro és un element vital al metabolisme dels vertebrats. Dos tergos del
ferro de I'organisme es troben en I'hemoglobina, perd també esta implicat en
altres processos intracel.lulars, formant part de la composicié d’enzims que
intervenen en reaccions de catalisi o en la respiraci6 de les céllules.

El paper del ferro en la inflamacié i en les malalties croniques és
actualment objecte de molts estudis (Sousa, 1989). Les observacions cliniques de
que la incidéncia de Partritis reumatoide en dones incrementa després de la
menopausa (Blake i col, 1981) o de que la deficiéncia en ferro en humans
protegeix de certes infeccions bacterianes (Weinberg, 1984) ens confirmen
I'existéncia d’una relaci6 entre el ferro i els processos inflamatoris.

Una caracteristica dels processos inflamatoris és I'aparicié d’una anémia
(Haurani i col., 1965). L’estudi d’aquesta anémia ha portat a la conclusi6é de que
durant els processos inflamatoris es produeix un canvi en la distribucié i el
metabolisme del ferro, aixi com també d’altres elements traca (Meacock i col.,
1981). Sorprenentment, perd, Blake i Bacon (1982) van observar com
'administraci6 oral de ferro a pacients amb artritis reumatoide donava lloc a
I'agreujament de la sinovitis. Aixi doncs, hi hauria una segona relacié entre el
ferro i la inflamaci6, probablement degut al paper catalitzador del ferro en la
reacci6 de Fenton, reacci6 que ddna lloc a la formacié de radicals lliures,
mediadors implicats en la inflamacid.

L’objectiu de la primera part d’aquest treball ha estat estudiar el paper
del ferro en la inflamaci6. D’una banda s’han analitzat parametres relatius al
metabolisme del ferro en animals inflamats, en un model experimental que ens
permet estudiar I'evolucié d’una inflamaci6 aguda a una crdnica. D’altra banda
s’ha valorat la repercussi6 dels nivells de ferro en 'organisme en els parametres
inflamatoris, creant una situacié de sobrecarrega, mitjangant administracié de
ferro-dextra, i una situaci6 de deficiéncia, administrant desferrioxamina, un
potent quelant del ferro.

Els radicals lliures que actuen com a mediadors en els processos
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inflamatoris poden atacar diverses biomolécules, entre elles els acids grassos
poliinsaturats dels lipids de les membranes cellulars, donant lloc a la
lipoperoxidacid, procés que disminueix la fluidesa de les membranes impedint-ne
les seves funcions normals. Degut a que’'la composicié en acids grassos
poliinsaturats de les membranes esta, en part, influenciada pels greixos de la
dieta, es podria modificar I'estat de la inflamaci6 variant el contingut en acids
grassos de la dieta. Per aquest motiu I'objectiu de la segona part del treball va
estar dirigit a observar si I'alimentacié amb una dieta deficient en acids grassos
poliinsaturats disminuia els parametres de lipoperoxidaci6 en animals inflamats.
Administrant ferro-dextra o desferrioxamina es va estudiar el paper del ferro en

la propagacid de la lipoperoxidacio.
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Material i Métodes. Primera part

MATERIAL I METODES
1.- Animals i dietes.

L’estudi es va realitzar amb rates mascles de la soca Sprague Dawley de
pesos compresos entre 150 i 200 g, procedents de I'estabulari de la Facultat.
Els animals es van mantenir amb aigua ad libitum i amb una dieta
standard (Panlab, pinso de manteniment A-04) amb la segiient composicio:
- Valor calorific 2.900 cal/kg
- Humitat 12%
- Protids 17%
- Lipids 3%
- Glicids 58,7%
- Cel.lulosa 4,3%
- Minerals 5%
Per espectroscopia d’absorci6 atdmica vam analitzar el contingut en ferro
del pinso, el qual va resultar ser de 304,78 ng per g de pinso.
Les rates es mantenien en grups de 4 animals en gabies de plastic, i es
marcaven en diferents posicions amb acid picric per a la seva identificacié durant

I'experiéncia.
2.- Métode experimental.
2.1.- Induccié del granuloma per carragenina.

La substancia inductora de la inflamacié que es va utilitzar va ser la
carragenina (Viscarin 402 de Marine Colloids, USA). La carragenina és un dels
irritants no especifics més utilitzats per a la produccid i estudi de la inflamaci6.
Es una barreja de polisacarids derivats d’algues marines (Brito, 1989). La seva
activitat inflamatdria va ser estudiada per Winter i col. (1962) en el model

inflamatori de I'edema subplantar en rata. El mecanisme pel qual causa
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inflamacié no es coneix, si bé destaca la seva capacitat d’activar el complement
i de ser citotoxica per les cél.lules, que es creu deu tenir un paper important en
el desenvolupament del procés inflamatori.

El granuloma per carragenina es va induir seguint la técnica descrita per
Fukuhara i Tsurufuji (1969), que modifica I’anterior descrita per Seyle (1953) de
formaci6é d’una bossa d’aire subcutania.

Vint-i-quatre hores abans de I'administraci6 de carragenina, s’injectaven
en el dors dels animals 6 ml d’aire. En la bossa d’aire formada s’induia la
inflamaci6 injectant 4 ml de la solucié de carragenina que es preparava el dia de
la prova al 2% en soluci6 salina fisiologica esteril, tractada amb Chelex 100 (Bio-
Rad) per tal d’eliminar les traces de ferro. S’escalfava fins a 100°C durant 15
minuts per dissoldre-la i es deixava refredar fins a temperatura ambient abans
de la injecci6. Totes les manipulacions es realitzaven amb les maximes condicions
d’esterilitat.

En posicié dorsal s’observava el desenvolupament del granuloma. La
inflamacié produida s’avalud mesurant la massa del granuloma format, la
quantitat de fluid exsudat present en la cavitat i el nombre de céllules que
I'exsudat contenia.

Aquest model inflamatori permet estudiar la resposta inflamatdria de
diferent cronicitat, segons el temps transcorregut des de la induccié de la
inflamacio.

Els animals varen ser sacrificats entre 1 i 8 dies després de la inducci6 de
la inflamacid. Previ al sacrifici els animals foren sotmesos a un dejuni de 18 hores

amb aigua ad libitum.
2.1.1.- Administraci6é de ferro-dextra.

L’acci6 d’'una sobrecarrega en ferro sobre la inflamaci6 es va estudiar
injectant el complexe ferro-dextra (Fe-dextra; Imferon, Fisons plc. Anglaterra).
El Fe-dextra conté un 5% de ferro i 20% de dextrd (amb un pes molecular
aproximat de 7.500) i es va injectar a la dosi de 100 mg/kg el mateix dia de
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I'administraci6 de carragenina a l'interior de la bossa d’aire.
2.1.2.- Administraci6 de desferrioxamina.

La deficieéncia en ferro sobre la inflamaci6 es va estudiar administrant un
quelant de ferro, desferrioxamina metasulfonat (Dfo; Desferal, laboratoris Ciba
Geigy, Barcelona).

La Dfo és una hidroxilamina produida per Streptomyces pilosus que li
permet captar el ferro del seu ambient (Keberle, 1964). Aquest siderofor lliga
Fe’* (una molécula de ferro férric per molécula de Dfo) amb una constant
d’estabilitat molt alta (Ka = 10™) al mateix temps que presenta poca afinitat per
altres ions metallics. Per aquest motiu s’ha utilitzat molt la Dfo com a agent
terapeutic en casos d’enverinament per ferro (Robotham i Lietman, 1980) i en
pacients talassémics amb sobrecarrega de ferro deguda a la terapia de
transfusions (Modell i col., 1982).

La Dfo s’ha utilitzat també freqiientment per inhibir la produccié de
radicals hidroxil per la reacci6 de Fenton catalitzada pel ferro. Per aquest motiu
contribueix a entendre millor el paper del ferro en els processos inflamatoris
(Blake i col., 1983; Yoshino, 1984; Andrews i col., 1987).

La Dfo es va administrar a la dosi de 100 mg/kg i dia. L’administraci6
s’iniciava 3 dies abans de la induccié de la inflamaci6 injectant-la, dissolta en sali
esteril, via subcutania. El mateix dia de la injecci6 de carragenina i fins el dia

abans del sacrifici la Dfo s’administrava a l'interior de la bossa del granuloma.
3.- Obtenci6 de mostres.

3.1.- Obtencié6 de plaisma.

El dia del sacrifici s’anestesiaven els animals amb &ter. Es pesaven i es

realitzava I'extraccié de sang heparinitzada per punci6 cardiaca, seccionant el

tdrax longitudinalment i exposant el cor. Per aquest procediment s’obtenien uns
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El teixit format en el lloc de la inflamacié (granuloma) era extret, separat

de la dermis, rentat amb seérum fisioldgic i s’obtenia el seu pes humit.
4.- Analisi hematiques relacionades amb el metabolisme del ferro.
4.1.- Hematocrit.

El microhematdcrit ens déna, en una quantitat de sang total, quin volum
€s ocupat pels hematies.

La mostra de sang obtinguda s’havia d’agitar per inversié amb molta cura
per tal de resuspendre les cellules. Es submergeia un tub capil.lar per un dels
seus extrems en el tub d’assaig que contenia la mostra de sang i I'altre extrem
s’obturava amb una pasta. El capillar aixi obtingut es centrifugava en una
centrifuga de microhematdcrit durant 6 minuts. La lectura del capillar
centrifugat indicava quin percentatge del volum sanguini era ocupat per hematies

i quina part per plasma.
4.2.- Hemoglobina.

La concentracié d’hemoglobina en sang va ser determinada pel metode
de Drabkin i Austin (1935). Es va prendre una mostra de sang de 20 l i s’afegi
a un tub que contenia 5 ml del reactiu de Drabkin, agitant bé fins a aconseguir
una homogenitzacié perfecta.

El reactiu de Drabkin va ser preparat amb ferricianur potasic 0,61 mM,
cianur potasic 0,77 mM i bicarbonat potasic 10 mM. Aquest reactiu pot ser
conservat un mes a la foscor. La técnica de Drabkin consisteix en la conversi6é
de I'hemoglobina en cianmctahemoglobina, que és determinada 10 minuts
després a 540 nm, longitud d’ona a la qual el seu espectre presenta un maxim
d’absorcid.

La concentracié d’hemoglobina en sang s’expressa en g per 100 ml de

sang.
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4.3.- Ferro en plasma.

El ferro plasmatic (siderémia) va ésser determinat amb batofenantrolina
seguint les recomanacions del International Comittee for Standardization in
Haematology (ICSH, 1971). Aquesta técnica comporta la desproteinitzacio prévia
del plasma per I'addici6 de HCI 1N i acid tricloracétic 1,23 M a 0,5 ml de
plasma. El sobrenedant de la desproteinitzaci6 va ser recollit en un tub amb la
soluci6 cromogena.

La soluci6 cromdgena contenia pirosulfit sodic (0,1 M) i p-metil-amino-
fenol (5,5 mM) que redueixen el Fe** (contingut a les proteines plasmatiques)
en Fe*, el qual forma un complexe de color rosa amb la batofenantrolina
disulfonada (0,51 mM preparada amb acetat sddic 4 M). Aquest complexe es va
llegir a I'espectrefotdometre a 540 nm de longitud d’ona front a un blanc d’aigua
destil.lada i utilitzant com a standard una solucié de FeCl, 17,9 u\M (100 pg
Fe/ml).

El material de vidre utilitzat en la preparacié de les solucions va ser
préviament rentat amb acid clorhidric diluit al 10% i amb aigua destil.lada per
a eliminar les traces de ferro que poguéssin quedar adherides al vidre. També
per aquest motiu es van utilitzar tubs de centrifuga de polipropile.

El resultat s’expressa en pg de ferro per 100 ml de plasma.
4.4.- Capacitat total de fixacié del ferro (TIBC).

El TIBC va ser determinat pel meétode descrit per Ramsay (1957). Aquest
metode consisteix en I'addici6 d’un excés de ions de Fe’* al plasma o sérum per
tal de saturar la transferrina. A mostres de 0,5 ml de plasma heparinitzat se’ls
va afegir 1,25 ml d’'una solﬁcié de ferro 89,5 xM i van ser incubats durant 20
minuts a temperatura ambient. El ferro no fixat va ser precipitat amb 0,1 g de
carbonat alcali de magnesi. Les mostres varen ser centrifugades i el sobrenedant
s'utilitza per a la determinaci6 del ferro amb el métode, ja descrit (apartat 4.3.),
de la batofenantrolina amb desproteinitzacié (ICSH 1971).
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La capacitat total de fixaci6 del ferro s’expressa en pg de ferro per 100

ml de plasma.
4.5.- Ceruloplasmina en plasma.

El meétode utilitzat per a la determinaci6 de la ceruloplasmina en plasma
es basa en la técnica descrita per Sunderman i Nomoto (1970).

Aquest meétode consisteix en mesurar I'oxidacié d’un substrat, la p-fenil -
endiamida dihidroclor (PPD). El color porpra resultant de 'oxidacié del PPD-
2HCI pot llegir-se a l'espectrefotdometre a 525 nm i és proporcional a la
concentracid de ceruloplasmina.

Mostres de 0,1 ml de plasma varen ser incubades amb 2 ml de tampd
acetat (pH=5,2) i 1 ml de la soluci6é de PPD (0,5 g en 100 ml de tampé acetat)
a 37°C. A la reacci6é d’oxidacié del PPD hi ha una fase de retard deguda a una
oxidaci6 inicial de I'acid ascorbic del serum. Per evitar un error de valoraci6 en
excés, es compta I'oxidacié del PPD deguda a la ceruloplasmina a partir dels 5
minuts inicials: en una série de mostres (referéncia) la reacci6 va ser aturada als
5 minuts amb I'addici6 d’azida sodica 1,5 M, mentre que la segona série s’incuba
30 minuts més (prova). Després de la incubacié les mostres es varen centrifugar
i 'absorbancia del sobrenedant es va llegir a 525 nm contra un blanc de tampé
acetat. El valor D.O.,., = D.O. . PEr @ cada mostra va ser interpolat a la
corba patrd. Aquesta va ser prcparada'amb ceruloplasmina comercial (Serva) en
un rang de concentracions entre 10 mg/ml i 100 mg/ml (de 2,4x10” M a 24x107
M)

La concentraci6 de ceruloplasmina en plasma s’expressa en mg per 100

ml de plasma.
5.- Determinacié6 de ferro als drgans de reserva.

Es va determinar la concentraci6 en ferro ferritinic i ferro no heminic als

organs de reserva fetge i melsa.
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En primer lloc es va homogenitzar la mostra. En el cas del fetge es van
prendre 2 g de teixit dels diferents 10buls, ja que el ferro no esta homogéniament
repartit. En el cas de la melsa s’homogenitza tot 'drgan. L’homogentzaci6 es va
fer en aigua destil.lada a la proporci6 de 1:4 (pes/volum) en un homogenitzador
Braun amb vareta de teflon, segons la técnica descrita per Drysdale i Munro
(1966).

5.1.- Ferro ferritinic.

Per a la determinaci6é del ferro ferritinic vam utilitzar la t€cnica de
Drysdale i Munro (1966). Aquesta técnica respon a la propietat que té la
ferritina de no desnaturalitzar-se a I'escalfar el teixit fins a 76°C. D’aquesta
manera s’eliminen altres proteines de 'homogenat, que es coagulen.

Mostres d’homogenat del teixit van ser incubades incrementant la
temperatura paulatinament de 40°C fins a 76°C en un bany d’aigua amb agitacio.
A T'arribar a aquesta temperatura altres proteines havien precipitat. Les mostres
es varen centrifugar i el sobrenedant, que contenia la ferritina, va ser tractat amb
sulfat d’amoni al 50% de saturaci6é durant 12 hores a 0°C. D’aquesta manera la
ferritina precipita. El precipitat va ser dissolt amb 0,2 ml d’aigua destil.lada i
es sotmete a una digesti6 acida amb 0,5 ml d’una solucié que contenia HCI 3N
i acid tricloracetic 0,61 M a 80°C durant 48 hores. Amb aquest procés el ferro
s’allibera de I'escorga proteica.

El ferro aixi obtingut va ser determinat mitjan¢ant el métode de la
batofenantrolina disulfonada. Es va prendre una aliquota del sobrenedant de la
digesti6 (0,2 ml) que reacciona amb 5 ml de la soluci6 cromogena. Aquesta s’ha
de preparar el mateix dia de la prova amb 1 volum d’una soluci6 de
batofenantrolina disulfonada 1,86 mM i acid tioglicolic 143 mM, 5 volums de
soluci6 saturada d’acetat sodic i 5 volums d’aigua destil.lada.

L’absorbancia es va llegir a 535 nm i els resultats es van interpolar a una
corba patré preparada amb Tritisol (Merck, FeCl;) amb un rang de concen-

tracions entre 0,5 i 10 ug de Fe/ ml.
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Els resultats s’expressen en ug de ferro ferritinic per g de teixit o per

organ total.
5.2.- Ferro no heminic.

El métode de determinaci6 del ferro no heminic que vam utilitzar va ser
descrit per Torrance i Bothwell (1980). Consisteix en ’extraccié del ferro no
heminic mitjan¢ant una hidrolisi acida (ja que la molecula hemo n’és molt
resistent) i la mesura del ferro aixi alliberat.

Utilitzant les condicions descrites per Torrance i Bothwell (1980) vam
incubar 0,7 ml d’homogenat del teixit estudiat (fetge o melsa) amb 2 ml d’una
solucid acida que contenia HCI 3M i acid tricloracétic 0,61 M, durant 20 hores
a 65°C a I'interior d’una estufa amb circulacié d’aire calent. Durant la incubaci6
el teixit es va desintegrar i vam obtenir un extracte clar i un petit residu fosc i
viscés. Una petita aliquota de I'extracte va ser utilitzada per a la determinacid
del ferro, amb el cromogen batofenantrolina disulfonada tal i com s’ha descrit
per al ferro ferritinic (apartat 5.1.)

Els resultats s’expressen en g de ferro no heminic per gram de teixit o per

organ total.
6.- Analisi dels parametres inflamatoris.
6.1.- Comptatge, viabilitat i distribuci6 cel.lular.

Les cellules obtingudes per centrifugacié del liquid exsudat van ser
tractades amb solucions hipoosmotiques de NaCl per tal de lisar els hematies.
La lisi consistia en resuspendre les cél.lules amb NaCl al 0,2% durant 2
minuts. Passat aquest temps s’afegia a la suspensié un volum igual de NaCl al
1,6%. Es procedia a la centrifugaci6 de les cel.lules a 900 xg a 4°C, i els hematies
lisats es trobaven en el sobrenedant. Les cel.lules precipitades es resuspenien en

serum fisiologic.
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El comptatge de les cel.lules fou realitzat per duplicat microscopicament
amb un hemocitometre. Els resultats obtinguts expressen el nombre absolut de
cel.lules en exsudat total.

La viabilitat cel.lular s’estudia diluint la suspensi6 cel.lular al 50% (v/v)
amb blau tripa al 2%. A les cél.lules mortes el nucli es tenyeix amb el blau tripa.
Comptant amb un hemocitdmetre, els resultats s’expressen com el percentatge
de cel.lules vives respecte a cel.lules mortes.

Per a distingir els diferents tipus cellulars presents en I'exsudat vam
utilitzar la técnica de I'esterasa no especifica (Ornstein i col,, 1973, 1976). Les
esterases s6n enzims molt estesos a la natura que asseguren el procés de
regulaci6. S6n capagos d’hidrolitzar nombrosos substrats sintétics i per aixo
poden ser facilment demostrables a cél.lules o teixits. Amb aquest objectiu es van
realitzar frotis amb la suspensi6 cel.lular que es tenyien amb «-naftil butirat. La
técnica es basa en que el naftol és alliberat per una esterasa no especifica i
s’uneix a una sal dinitrogenada produint un nitrdgen colorejat, brillant i insoluble
que tenyeix els mondcits. Contrastant després amb blau metile, que tenyeix els
nuclis, s’observaven els nuclis polilobulats dels leucocits polimorfonuclears.

Els resultats obtinguts s’expressen en percentatge dels diversos tipus

cel.lulars.
6.2.- Observaci6 de les cél.lules amb microscopia electronica.

Les cél.lules de I'exsudat inflamatori es varen observar amb microscopia
electronica de transmissié (MET) i de rastreig (MER).

Un cop aillades, es varen fixar durant 2 hores a 4°C en una mescla
d’aldehids que contenia glutaraldehid al 2,5% i paraformaldehid al 2%. Després
de rentar les mostres en tampd fosfat es realitza una postfixacié durant 2 hores
a 4°C amb una soluci6é de tetradxid d’osmi al 1,5%. Les mostres destinades a
MET varen ser rentades amb tampé fosfat i deshidratades amb alcohol. Es
realitza una inclusié amb parafina i les seccions tallades amb un ultramicrotom

varen ser observades amb un MET model Phillips 301. Les mostres preparades
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per MER es varen deshidratar amb acetona i acetat d’amil. Després de ser
recobertes amb una fina capa d’or es varen observar amb un MER model
Cambridge S120.

6.3.- Quimioluminiscéncia.

L’activitat fagocitica de les cel.lules de 'exsudat es va estudiar utilitzant
la tecnica de la quimioluminiscéncia ampliada pel luminol (Allen i col., 1972;
Bird i Giroud, 1985; Dowling i col., 1986).

Les cel.lules que emigren al lloc de la inflamaci6 s6n una font important
de mediadors inflamatoris. Durant la fagocitosi es produeixen espécies reactives
d’oxigen: radical superoxid, peroxid d’hidrogen, oxigen singlet i radical hidroxil.
S’ha observat com P'alliberament d’aquestes espécies reactives d’oxigen estava
associada amb I'emissié de llum (Trush i col; 1978). Aixd es dona perque les
moleécules passen a un estat energetic excitat per I'absorcid d’energia. Des
d’aquest estat excitat la molécula torna al seu estat normal desprenent la
diferéncia d’energia entre ambdoés estats mitjangant I'emissié d’un fotd. Aquest
procés s’ha anomenat quimioluminiscéncia nativa i degut a la baixa intensitat de
la llum produida no pot ser utilitzada com a mesura del procés fagocitic
(Cadenas i Sies, 1984). Tanmateix la produccié de llum pot ser amplificada
afegint un compost, com la lucigenina o el luminol, que interaccioni amb les
espécies oxidants per a produir llum. En el nostre cas es va utilitzar luminol
(figura 9).

El procés fagocitic va ser aixi mesurat mitjancant el luminOmetre
(Biocunter M 2010, LUMAC).

Com a estimulador de la fagocitosi es va utilitzar zymosan (Saccharomyces
cerevisiae). Per tal que els leucdcits reconeixessin les particules de zymosan calia
opsonitzar-les. L’opsonitzaci6 consisteix en el recobriment de les proteines del
llevat per anticossos provinents del serum. Amb aquesta finalitat, el zymosan va

ser preparat amb sérum fisiologic i es va dispersar sonicant amb ultrasons.
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R H Ioi- COOH
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Luminol Oxidant o -aminophthalate

Figura 9: El luminol (5 amino-2, 3-dihidro-1, 4-ptalazinedid), quan
interacciona amb les espécies reactives d’oxigen, produeix llum mesurable a 425

nm.

Després de bullir el zymosan, va ser centrifugat i es renta el precipitat amb sali
dues vegades. Es va opsonitzar dissolvent 150 mg de zymosan en 15 ml de sérum
fresc de rata i 15 ml de sali. Seguidament s’incuba a 37°C durant 30 minuts en
un bany d’aigua amb agitaci6. Es va centrifugar i el precipitat (zymosan
opsonitzat) fou dissolt en sali. Aquest procés es va repetir tres vegades.
Finalment el zymosan opsonitzat fou resuspés en 25 ml de sali. Aliquotes de 1
ml (6 mg de zymosan opsonitzat) es van congelar a -40°C. El dia de la prova es
descongelava i centrifugava el zymosan per a resuspendre’l amb medi 199

(Eurobio) a una concentracié de 1 mg per ml de medi.

El protocol experimental consistia en incubar 200 nl d’una suspensié de
4x10° cél.lules/ml (en medi 199) amb 100 xl de medi 199 i 100 ul de luminol
(préviament diluit amb dimetil sulfoxid al 1%) a la concentracié 0,42 mM en

medi 199. S’iniciava la lectura amb el lumindmetre. La grafica que es registrava
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dibuixava un pic inicial degut al peroxid d’hidrogen present a la suspensié
cel.lular. Quan el pic baixava fins a estabilitzar-se en un minim (aproximadament
1 minut) s’afegien 200 ul de zymosan. Els leucdcits comengaven a fagocitar les
particules de zymosan opsonitzat formant vacuoles de fagocitosi on anaven a
parar les vacuoles lisosomals amb la produccié dels diferents radicals, els quals
travessaven la membrana cel.lular i reaccionaven amb el luminol. El luminol es
transformava en el compost activat a-aminoptalicdianié el qual retornava a I'estat
basal emeten un senyal luminic a la longitud d’ona de 425 nm.

Es va registrar el maxim d’emissi0 i els resultats s’expressen en les unitats

luminiques relatives (RLU) detectades pel lumindmetre.
6.4.- Determinacié de ferro en I'exsudat.

Ens interessava saber si en I'exsudat inflamatori hi havia ferro que pogués
catalitzar la reacci6 de Fenton. Per aquest motiu vam analitzar mostres de
'exsudat segons la técnica descrita per Gutteridge i col. (1981) i modificada per
Gutteridge (1987) que detecta la preséncia de ferro lligat a compostos de baix
pes molecular. S’utilitzd també la técnica de Drysdale i Munro (1966) per a
detectar la preséncia de ferro ferritinic, que varem modificar per aplicar-la a

I’exsudat.
6.4.1.- Ferro débilment lligat.

La preseéncia de ferro débilment lligat a molécules de baix pes molecular
(ATP, AMP, acids organics, grups polars dels lipids de les membranes, ADN)
present en fluids corporals en casos patologics va ser detectada per Gutteridge
i col. (1981). Aquests autors van trobar concentracions M de ferro a fluids
bioldgics (fluid sinovial huma procedent de pacients amb artritis reumatoide,
liquid cerebroespinal huma i fluid pleural de rata) que serien suficients per a
formar radicals hidroxil a partir del radical superoxid i del péroxid d’hidrogen.

La técnica que descriuen es basa en que el ferro débilment lligat és

66



Material i Métodes. Primera part

alliberat de les molécules de baix pes molecular i s’uneix a la bleomicina. En
preséncia d’ascorbat, la bleomicina-Fe (II) degrada el DNA originant uns
productes que reaccionen amb I'acid tiobarbitiric (TBA) (figura 10). La
degradaci6 del DNA per la bleomicina és totalment depenent de la preséncia
d’ions Fe (II). D’'una banda, aquest métode no detecta el ferro lligat a proteines.
De laltra, encara que altres ions metallics s’'uneixin a la bleomicina, aquestes
unions no resulten en degradacié del DNA. Per tot aix0, la taxa de degradaci6
del DNA pot ser utilitzada com a mesura del ferro unit a molécules de baix pes
molecular.

Les mostres d’exsudat (100 - 200 ul) van ser incubades 2 hores a 37 °C
amb 35 pu de bleomicina (Bleomicina, laboratoris Almirall) i 500 g de DNA en
preseéncia de 0,75 ymol d’acid ascorbic. Per tal de bloquejar els radicals produits
al DNA es va afegir 0,1 ml d’'una solucié de MgCl, 50 mM. El pH de les mostres
es va mantenir al voltant de 7,3. Tots els reactius es varen preparar amb aigua
lliure de pirdgens i van ser tractats amb Chelex-100 per tal d’extreure tanta
contaminacid de ferro com fos possible. També per aquest motiu la reacci6 va

tenir lloc en tubs de plastic.

Biological sample Fel* Ascarbate Fal*
Bleomycin + containing loosely + — +0,
R — . bound iron —»

}

L + H,0, ‘Active oxygen’ species
» degrades DNA with release
of base-propenals

v

MDA
l+TBA

(TBA),;-MDA  (Asy,)

Figura 10: Degradaci6é del DNA per part de la Blm-Fe (II), técnica per

a detectar el ferro lligat a molécules de baix pes molecular (Gutteridge, 1987).
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En aquestes condicions el ferro s’uneix al farmac neoplasic bleomicina i
en preséncia d’oxigen i ascorbat degrada el DNA produint fragments semblants
al malondialdehid (fragments TBA-reactius).

La reacci6 va ser aturada amb 0,1 ml ’EDTA 0,1 M. Les mostres foren
transferides a tubs de vidre per a la deteccié dels productes fragmentats del
DNA. Incubant 10 minuts a 100 °C amb 1 ml d’acid tiobarbitiric (TBA al 1 %
en NaOH 50 mM) i 1ml de HCl 8 N, es va obtenir un compost colorejat
I'absorbancia del qual es mesura a 532 nm. La corba patré es va preparar amb
FeCl, amb concentracions entre 0,3 i 10 ymol de ferro.

Els resultats obtinguts es van expressar en nmol de ferro per exsudat total

i en concentracié nM.

La preséncia de ferro lligat a la ferritina es va determinar en 0,1 ml
d’exsudat basant-nos en la tecnica ja descrita de Drysdale i Munro (1966). Els
resultats obtinguts els varem expressar en ymol de ferro per exsudat total i en
nM.

6.5.- Ceruloplasmina en exsudat.

La ceruloplasmina c.ontinguda en el fluid exsudat va ser determinada per
la técnica abans descrita de Sunderman i Nomoto (1970) en 0,1 ml d’exsudat. Els

resultats es van expressar en ug de proteina per ml d’exsudat.
6.6.- PGE, en exsudat.

Els valors fisiologics normals d’eicosanoides s6n molt baixos i per aixd
calen metodes d’alta sensibilitat per a la determinaci6 d’aquests compostos en
liquids biologics. En el cas de la determinaci6 dels nivells de PGE, en exsudat es

va utilitzar un radioimmunoassaig (RIA KIT, Advanced Magnetics Inc;
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Massachusetts, U.S.A.)

Aquest RIA permet la quantificacié dels nivells de la PGE, en fluids
biologics. El principi del RIA es basa en la competéncia d'un compost en una
mostra biologica (PGE,) amb un compost marcat radioactivament ( *H-PGE;)
per un nombre limitat de llocs d’un anticés especific (anti-PGE,). Quant més alta
és la concentraci6é del compost en la mostra menys compost marcat es lligara a
I'anticés especific. El compost lligat a I'anticds es separa del no lligat amb carb6
actiu i dextra magneétic per centrifugacié i és quantificat amb un comptador de
centelleig liquid.

Abans d’aplicar el RIA, s’havia de realitzar I'extracci6 de les
prostaglandines de la mostra d’exsudat. Amb aquesta finalitat, a una mostra de
0,2 ml d’exsudat se li va afegir HCI per a reduir el pH a valors acids, entre 3 i
4, S’afegien també 3 volums d’acetat d’etil i s’agitava bé la mostra amb un vortex.
La fase organica es separava de I’'aquosa per centrifugacié (10 minuts a 4°C a
2000 xg). Es recollien 2,5 ml de la fase organica i amb nitrogen s’evaporava
I'acetat d’etil. El residu era diluit en 0,5 ml de tampé fosfat (0,01 M de fosfat
amb 0,1% de y-globulina bovina i 0,1 % d’azida sddica, a pH 7) i els tubs
s’agitaven durant 30 minuts.

Una corba patr6 va ser preparada diluint una patré de PGE, de 100 ng/ml
en tubs de polipropilé amb tampé fosfat en el rang entre 8,2 i 2000 pg/0,1 ml.

L’assaig consistia en incubar 100 xl de cada punt de la patr$, mostra o
tampd fosfat amb 100 xl de PGE, marcada amb triti i 100 nl d’anti-PGE,
preparada en conill, a 25°C en un bany d’aigua amb agitacié durant 2 hores.
Després de la incubaci6é s’afegien 750 1l de carbé actiu amb dextra lligat a
particules magnetiques (Mag DCC amb 0,1 % d’azida sodica) a cada tub i
s’agitava durant 3-5 segons. '

Seguidament, en un interval de temps no superior a 5 minuts, es
centrifugaven els tubs a 1800 xg durant 15 minuts per tal de separar la PGE,
lliure de la lligada a I'anticds, la qual queda en el sobrenedant. Aquesta va ser
quantificada en 0,5 ml de sobrenedant amb 3,5 ml de liquid de centelleig.

D’aquesta manera es varen obtenir els comptes per minut (cpm) de cada mostra,
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blanc i patré. Per a cada mostra o patrd es va calcular el percentatge lligat
normalitzat restant el blanc a cada valor i fent una correccié amb el valor 0 de
la recta patrd, que era la que no contenia PGE, freda.

La quantitat de PGE, a cada mostra es va determinar interpolant el
percentatge lligat normalitzat de cada mostra en la corba patrd.

Els resultats venen expressats en ng de PGE, per ml d’exsudat.

7.- Disseny experimental.
7.1.- Experiment 1.

Es va treballar amb 2 grups de 8 animals.

- Grup control: Es van injectar 6 ml d’aire al dors dels animals. Seguits
24 hores després de 4 ml de sali esteril.

- Grup inflamat: Es van injectar al dors dels animals 6 ml d’aire. Després
de 24 hores es van injectar a la bossa d’aire 4 ml de carragenina al 2%.

Els animals van ser sacrificats a 1 i 8 dies després de la injecci6 de sali o

carragenina.
7.2.- Experiment 2.

Es va treballar amb grups de 8 animals (figura 11).

- Grup inflamat (I): Es van injectar 6 ml d’aire al dors dels animals,
seguits 24 hores després de la injecci6 dorsal via subcutania de 4 ml de
carragenina al 2%. Grups de 8 animals van ser sacrificats a les 0 hores i 1, 2, 4,
6 i 8 dies després de la inducci6 de la inflamacié per carragenina.

- Grup inflamat + Fe-dextra (I Fe): Com s’ha descrit per al grup anterior
es va induir la inflamaci6. Al mateix temps que s’injectava la carragenina es va
administrar Fe-dextra a la dosi de 100 mg de Fe/kg a la bossa d’aire. Els animals
es varen sacrificar a 1, 2, 4, 6 i 8 dies després de la inducci6 de la inflamaci6.

- Grup inflamat + Desferrioxamina (I Dfo): La Dfo a la dosi de 50 mg/kg
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es va administrar subcutaniament des de 3 dies abans de I'administracié de
carragenina i després directament a la bossa del granuloma fins al dia anterior

al sacrifici. Els animals es varen sacrificar a 1, 2, 4, 6 i 8 dies després de la

induccié de la inflamacid.

Tots els grups varen ser injectats amb sali estéril per tal d’obtenir el

mateix volum final de liquid injectat.
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Figura 11: Esquema dels tractaments administrats.
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8.- Criteris estadistics aplicats.

8.1.- Experiment 1.

Els resultats vénen expressats per la mitja de 8 animals = el seu error
standard (ESM). El grup inflamat s’ha comparat amb el corresponent control
aplicant el test t de comparaci6 de mitges, donant per suposat que les variables
biologiques que s’han estudiat segueixen distribucions Normals.

El test de comparaci6 de mitges (m, i m,) de dues poblacions Normals
amb varianga comi (o) i desconeguda es basa en el segiient resultat:

Siguin

variables aleatdries independents amb distribucié Normal N (m,, o)
Suposem que ambdés conjunts de variables s6n també independents entre si.
Si considerem el contrast d’hipotesi:
Hy m, = m,
H: m, = m,

Si H, és certa, I'estadistic:

n.n, (n,+n,-2) (1)

(n,+n,) (n,s3+n,s2)

c=<z;—m>\]

(1) Segueix una t de Student amb (n,+n,-2) graus de llibertat.(Essent x,,
iy, les mitges, i s% i s*, les desviacions standard de les variables aleatories x,...X,,
i Yoo Yr)

Els valors de la distribucié t de Student estan tabulats i les taules donen

I'area de les dues cues de la distribucié per a cada valor dels graus de llibertat.
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Si:
| t|> t, es rebutja H,
t.és tal que p( |t|>t, ) =
Els coeficients de confianga 1-¢ escollits han estat del 95% (*p<0,05),
99% (**p<0,01)1i99,9 % (***p<0,001) (Alonso i col; 1979; Finney, 1980).

8.2.- Experiment 2.

Els resultats vénen expressats per la mitja de 8 animals i el seu error
standard (ESM).

En el grup inflamat les dades varen ser avaluades mitjangant I’analisi de
la varianga (ANOVA) amb 6 poblacions per variable. De manera que si tenim

k poblacions simultanies:

Yir Yizo o 0 o =0 y Yim
Yoo Yoo - - - - - y Y2

--------------

Ve Yeoy ¢+ 0 0 0 s Yink
i representem per y; la mitja de la mostra a la poblaci6 i, i per y_la mitja total

de totes les variables observades, es calcula I'estadistic:

Y By -y, )2/ (k1)
Y., Viyi)?/ (n-k)

F=

(2)

Que segueix la distribuci6 F de Fisher-Snedecor amb (k-1, n-k) graus de
llibertat. El criteri de decisi6 €s el segiient: fixat el nivell de significaci6 ¢ ( en
el nostre cas del 0,05), es determina F tal que

P(F>F)=e

Quan F > F, es rebutja la hipotesi que les mitges de les poblacions sén
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iguals.

Quan els efectes de la variable eren estadisticament diferents els seus
grups es van comparar amb un meétode de comparances miltiples. Vam utilitzar
el test de Bonferroni que permet comparar les poblacions anteriors per parelles,

construint intervals de confianga per als parametres que representen aquestes
mitges (Miller, 1966; Cuadras, 1984).

A les mitges i errors se’ls dona una lletra que permetes la comparaci6é de
la significaci0 estadistica entre grups. Grups de la mateixa fila que tenen almenys
una lletra en comi no son estadisticament diferents.

Els grups tractats amb Fe-dextra i els grups tractats amb Dfo s’han
comparat estadisticament respecte al grup inflamat corresponent amb el test de
la t-Student (apartat 8.1.) prenent p< 0,05 (*), p< 0,01 (**) i p<0,001 (***).

Aquests calculs estadistics es van realitzar al Centre de Calcul de la
Facultat de Biologia amb el programa p2V (BMDP Statistical Software.
University of California, 1983).
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RESULTATS

1.1- Pes corporal.

Es van utilitzar rates de pesos compresos entre 169 i 230 g (taula II). No
s’aprecien diferéncies al comparar els grups inflamats amb els seus controls.

L’increment de pes va ser similar en els dos grups durant els 7 dies de la prova.
1.2.- Valors hematics relacionats amb el metabolisme del ferro.
1.2.1.- Hematocrit i hemoglobina.

Els valors de I’hematdcrit i de ’hemoglobina sén a la taula I S’observa
un descens en ’hematocrit als animals inflamats de 8 dies (p>0,01) i no es
detecten canvis en la concentracidé d’hemoglobina en sang a animals inflamats

respecte als seus controls.

1.2.2.- Ferro plasmatic, TIBC i saturaci6 de la transferrina.

Un dia després de produir-se la inflamaci6 es presenta ja la hipoferrémia
descrita a les malalties inflamatories, observant-se un descens important en els
nivells de ferro plasmatic (taula III) arribant a 55 xg/100 ml. Aquest descens fa
disminuir el percentatge de saturaci6 de la transferrina al grup d’un dia des d’un
38% (animals control) a un 14% (animals inflamats) al no modificar-se el TIBC.
Als vuit dies de produir-se la inflamacié els valors de ferro plasmatic s’estan
recuperant, car la transferrina esta saturada al 22%, encara que sense assolir els
nivells normals. Observem també que no hi ha variacions respecte als valors de

ferro plasmatic i de TIBC entre els animals control de 1 o 8 dies.
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1.2.3.- Ceruloplasmina plasmatica.

Respecte a la concentracié de ceruloplasmina en plasma (taula III), tant
a 1 com a 8 dies, els animals inflamats mostren uns valors incrementats d’aquesta
proteina (p<0,01) mentre que es manté la seva concentracié en els grups

control.
1.3.- Pes del fetge i la melsa i contingut en ferro.
1.3.1.- Pes i reserves de ferro al fetge.

El pes del fetge (taula IV) €s superior en els animals inflamats a 1 dia de
produir-se la inflamaci6 (p<0,05) perd no s’observen diferéncies el dia 8.

Les reserves en fetge estan incrementades als grups inflamats, tant a 1
com a 8 dies d'induir-se la inflamaci6. Aixd s’observa quan els resultats
s’expressen en ug de ferro per g de teixit (taula IV) com en ug de ferro per
organ total (figures 12 i 13).

El percentatge que representa el ferro ferritinic respecte el ferro no
heminic del fetge (taula IV) és d’'un 22% als animals control i d’'un 30% als
inflamats a 1 dia de produir-se la inflamaci6. El dia &, el ferro emmagatzemat
com a ferro ferritinic representa el 27% del ferro no heminic contingut en fetge
als animals control i el 31% als inflamats. Aixi I'increment del ferro de reserva
durant la inflamaci6é afavoreix 'emmagatzematge en forma de ferro ferritinic
sobretot a 1 dia. D’altra banda és important remarcar que no hi ha diferéncies

en el ferro de reserva al fetge entre els grups control de 1 i 8 dies.
1.3.2.- Pes i reserves de ferro a la melsa.

No hi ha diferéncies quant al pes de la melsa dels diferents grups.
A la melsa les reserves en ferro estan incrementades a 1 i 8 dies als

animals inflamats (taula V, figures 14 i 15). Respecte a la forma com
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Figura 12: Ferro ferritinic al fetge d’animals control i inflamats a 1 i 8 dies
d’induir-se la inflamaci6. Mitja = ESM de 8 animals. Comparacions respecte al
grup control: ‘p<0,05, “p<0,01, "p<0,001.
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Figura 13: Ferro no heminic al fetge d’animals control i inflamats a 1i 8
dies d’induir-se la inflamacié. Mitja = ESM de 8 animals. Comparacions respecte

al grup control: "p<0,05, “p<0,01, “p<0,001.
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Figura 14: Ferro ferritinic a la melsa d’animals control i inflamats a 11 8
dies d’induir-se la inflamaci6. Mitja = ESM de 8 animals. Comparacions respecte

al grup control: "p<0,05, “p<0,01, “*p<0,001.
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Figura 15: Ferro no heminic a la melsa d’animals control i inflamats a 1

i 8 dies d’induir-se la inflamaci6. Mitja + ESM de 8 animals. Comparacions

respecte al grup control: ‘p<0,05, “p<0,01, *"p<0,001.
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s’emmagatzema el ferro (taula V), el dia 1 de la inducci6 de la inflamaci6
s’observa un increment del ferro ferritinic, perd no el dia 8. D’aquesta manera
el percentatge de ferro ferritinic respecte a no heminic és del 31% a animals
control i inflamats el dia 1, mentre que al dia 8 disminueix d’'un 41% als animals
control a un 27% als inflamats. En melsa, doncs, la inflamacié esta afavorint

I’emmagatzematge de ferro en forma de ferro hemosiderinic.

1.4.- Parametres inflamatoris.

Al grup control, 'administraci6 en el dors dels animals de 4 ml de sérum
fisiologic estéril, precedida de la injeccié de 6 ml d’aire, no origina cap procés
inflamatori, com es dedueix de I'abséncia de granuloma i d’exsudacio, tant al
grup estudiat a 1 dia de I'administracié de sérum com al de 8 dies després (taula
VI).

En el grup estimulat amb la injeccié de carragenina al 2% s’observa
I'aparici6 d’un teixit granulomat6s (figura 16). El dia 1 el granuloma té 7,0 g de
pes humit i s’incrementa el dia 8 fins a 17,2 g (taula VI). El volum d’exsudat va
passar de 2,3 ml a 17,7 ml del primer al vuite dia respectivament de la induccio
de la inflamaci6.

Degut a que 'administraci6 de sali no produeix exsudaci6 ni formaci6 de
granuloma aquest grup pot considerar-se com a grup control. En aquest control
no s’han observat modificacions quant al metabolisme del ferro en els 7 dies que
va durar 'experiment, per la qual cosa es va considerar que es podia eliminar
aquest grup en I’estudi evolutiu del procés inflamatori de 1 a 8 dies, i considerar

un grup inflamat a temps 0 com a grup control.
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Figura 16: Granuloma format en posicié dorsolateral en una rata als 8

dies de I'administracié de carragenina al 2%.
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Experiment 2:
2.1.- Pes corporal.

Els animals utilitzats tenien pesos compresos entre 175 i 250 g (taula VII).
Les variacions obtingudes quant al pes corporal en €ls grups d’animals inflamats
o tractats amb Fe-dextra i Dfo no poden ser imputades només als tractaments,
sino probablement aquestes diferéncies ja existien quan es varen rebre els
animals i varen ser distribuits en lots. Aquesta distribucid es va fer de manera
que les rates que es sacrificaven un mateix dia tinguessin pesos semblants a 'inici

dels tractaments.
2.2.- Valor hemaitics relacionats amb el metabolisme del ferro.
2.2.1.- Hematocrit i hemoglobina.

Al llarg del desenvolupament del procés inflamatori s’observa un lleuger
descens de ’hematocrit els dies 2 i 6 d’induir-se la inflamaci6é amb valors del 36,4
% (taula VII), mentre que la concentraci6 d’hemoglobina €s minima el dia 6
(12,8 g/100 ml, respecte als 14,5 g/100 ml inicials).

L’administraci de Fe-dextra no canvia ni I’hematdcrit ni la concentracid
d’hemoglobina dels animals inflamats.

El tractament amb Dfo tampoc no altera els valors d’hematdcrit.
S’observa, no obstant, una tendéncia a la disminucié dels valors de
’hemoglobina, que es manté entre 13,6 g/100 ml i 12,8 g/100 ml perd que només
és significativa a un dia de la inducci6é (p<0,05).

2.2.2.- Ferro plasmatic, TIBC i saturaci6 de la transferrina.

A la taula VIII s’observa al grup inflamat un valor molt baix de ferro

plasmatic durant tot el procés inflamatori, que es manifesta sobretot a 1i 6 dies
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de la inducci6 (38 pg Fe/ml i 54,4 ug Fe/ml respectivament).

En el grup tractat amb Fe-dextra el ferro plasmatic estd molt poc
incrementat respecte al grup inflamat durant tot el procés, llevat del dia 1 en el
qual aquest increment és significatiu (p<0,05).

En canvi, és en el grup tractat amb Dfo on s’observen valors més alts de
ferro plasmatic, a 1 (79 pg/100 ml) i 2 (109 »g/100 ml) dies de la induccié aquest
increment €s significatiu respecte al grup control.

Cal remarcar la mateixa tendéncia en els tres grups: El ferro plasmatic és
baix a 1 dia, es recupera el dia 2 per a tornar a baixar els dies 4, 6 i 8.

La capacitat total de fixaci6 del ferro per la transferrina (TIBC) es manté
sempre dins de valors fisiologics normals (taula VIII), presentant-se
incrementada durant tot el procés inflamatori.

El tractament amb Fe-dextra déna lloc a un descens del TIBC el dia 1 de
la inducci6 (p<0,001), mentre que es mantenen els nivells en la resta de grups.

En el grups tractats amb Dfo es mantenen els nivells de TIBC excepte un
increment (p<0,05) el dia 2.

Es interessant estudiar el percentatge de saturacié de la transferrina (taula
VIII). Aquest valor, degut a una davallada del ferro plasmatic durant la
inflamacié, es manté sempre molt baix (per sota del 26% del grup inflamat a
temps 0). El percentatge de saturacié de la transferrina €s minim el dia 1 (9,5%),
incrementa el dia 2 (19,3%) per a mantenir-se al voltant del 15% fins al dia 8.
- Els tractaments amb Fe-dextra i Dfo tenen un comportament semblant
respecte al percentatge de saturacié de la transferrina. Aquest €s més alt que el
grup inflamat els dies 1 i 2 per a disminuir a valors propers al grup inflamat la

resta de dies.
2.23.- Cerulo;ﬂasmiﬁa plasmatica.

A la taula VIII s’observen els nivells de la ceruloplasmina en plasma, que
van augmentant a mesura que progressa la inflamacio, amb un valor maxim els

dies 4 i 6, on obtenim 85 i 86,1 mg/100 ml respectivament, front als 38,2
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mg/100ml del grup inflamat a temps 0.

Els valors de ceruloplasmina en els grups tractats amb Fe-dextra no sén
estadisticament diferents dels animals inflamats, mentre que en el grup tractat
amb Dfo la concentraci6 de ceruloplasmina en plasma esta disminuida respecte
al grup inflamat sense tractament els dies 1 (p<0,01), 2, 4 i 6 (p<0,001) i

incrementada en el dia 8 (p<0,01).
2.3.- Pes del fetge i la melsa i contingut en ferro.
2.3.1.- Pes i reserves de ferro al fetge.

El pes del fetge (taula IX) va variant poc al llarg del procés, depenent
aquesta dada del pes dels animals. Els tractaments administrats no modifiquen
el pes del fetge, excepte en el grup tractat amb Fe-dextra el dia 2 de la inducci6
(p<0,05).

Al grup inflamat les reserves de ferro en fetge (taula IX) van
incrementant-se amb el temps, observant-se un maxim de ferro no heminic el dia
2 de la inducci6 (84,4 g Fe/g de teixit) i el dia 4 de ferro ferritinic (35 g Fe/g
de teixit). El dia 6 de la induccid, el ferro ferritinic representa un 48,5% respecte
al ferro no heminic de fetge, a partir del qual disminueix el percentatge de ferro
ferritinic respecte al ferro no heminic (31,8% el dia 8). Degut que a temps 0 el
ferro ferritinic representa él 19% del ferro no heminic, podem concloure que el
ferro va essent emmagatzemat en primer lloc com a ferro ferritinic, i a partir del
dia 6 es va reconvertint en ferro hemosiderinic. En organ total s’observa també
un maxim quant a ferro ferritinic el dia 4 (figura 17) i com a ferro no heminic
el dia 2 (figura 18).

Als grups tractats amb Fe-dextra, les reserves en fetge estan
incrementades respecte al grup inflamat tant en forma de ferro ferritinic com
d’hemosiderinic. L’increment és estadisticament significatiu els dies 1, 2 i 8 quant
a ferro ferritinic i en tots els dies estudiats quant a ferro no heminic. Si observem

les reserves de ferro per Organ total (figures 18 i 19) I'increment és maxim el dia
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2 de la inducci6, quan el fetge conté 1467 xg de ferro de reserva, dels quals 557
pg estan enmagatzemats en la ferritina. El percentatge de ferro ferritinic
respecte a no heminic ens indica que I'administracié de ferro esta incrementant
les reserves en forma de ferro ferritinic a I'inici de la inducci6, ja que el dia 6 el
ferro ferritinic representa el 20,9% del ferro no heminic als animals tractats amb
Fe-dextra front al 48,5% que s’observa als animals inflamats sense tractament.
D’aquest fet es pot deduir que I'administracié de Fe accelera el pas de ferro
ferritinic a hemosiderinic.

Les reserves de ferro ferritinic al fetge del grup tractat amb Dfo es
mantenen per sota dels valors del grup inflamat. Estadisticament, la Dfo
mobilitza el ferro ferritinic de reserva els dies 2, 4, 6 i 8. El ferro no heminic
disminueix els dies 2, 4 i 8. A partir del dia 4 el percentatge de ferro ferritinic
respecte al no heminic en el grup tractat amb Dfo és inferior al grup inflamat.
El dia 4 observem que el contingut en ferro no heminic del fetge és de (figura
18) 586 ng, on 181 ug estan com a ferritinic (figura 17). El dia 6 el fetge conté
403 g de ferro dels quals 81,6 ug estan com a ferritinic, de manera que el ferro
no heminic del fetge ha disminuit en un 31% mentre que el ferro ferritinic ho
feia en un 55%. Aix0 indica que, d’'una banda, la Dfo mobilitza el ferro
emmagatzemat com a ferritina i, de l'altra, afavoreix el pas de ferro ferritinic a

hemosiderinic.
2.3.2.- Pes i reserves de ferro a la melsa.

El pes de la melsa (taula X) augmenta amb el temps de 'estudi, alhora
que els dos tractaments tenen poca influéncia sobre aquesta dada.

Les reserves de ferro en melsa es poden observar a la taula X i a les
figures 19 i 20. El ferro emmagatzemat com a ferritina no incrementa amb el
procés inflamatori, siné que disminueix a partir del segon dia de la inducci6 de
la inflamaci6, mantenint-se entre 7 i 8,3 pug/g, front als 12,6 ng/g inicials.
S’incrementa, perd, el ferro hemosiderinic, com es desprén dels resultats

obtinguts quant a ferro no heminic, a partir del dia 2 de la inducci6. D’aquesta
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Figura 17: Ferro ferritinic al fetge d’animals inflamats, tractats amb Fe-
dextra i Dfo, entre 0 i 8 dies d’induir-se la inflamaci6. Mitja = ESM de 8
animals. Comparacions respecte el grup inflamat: “p<0,05, “p<0,01, ""p<0,001.
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Figura 18: Ferro no heminic al fetge d’animals inflamats, tractats amb Fe-
dextra i Dfo, entre 0 i 8 dies d’induir-se la inflamaci6. Mitja = ESM de 8
animals. Comparacions respecte el grup inflamat: "p<0,05, “p<0,01, “p<0,001.
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manera el ferro ferritinic representa entre el 13,2% i el 10% des del dia 2 al 8,
quan en el grup de temps 0 aquest percentatge és del 29%.

El tractament amb Fe-dextra incrementa les reserves en melsa des del
primer dia de la induccid6 i fins el sisé dia, quan es compara amb el corresponent
grup inflamat. Aix0 s’observa tant en les reserves de ferro ferritinic com en els
valors de ferro no heminic, de manera que no s’observen canvis en el
percentatge que el ferro ferritinic representa en el ferro no heminic, comparant
amb el grup inflamat sense tractament. Aquest augment també es manifesta
expressant els resultats per organ (figures 19 i 20).

La Dfo no déna lloc a diferéncies quant a ferro ferritinic comparant amb
el grup inflamat sense tractament, excepte un increment el dia 2 (p<0,05). Quan
s’expressen els resultats per organ total (figura 19) no s’observa, perd, aquest
increment, i si una disminuci6 el dia 1 de la induccié (p<0,01). D’altra banda,
les reserves de ferro no heminic en 6rgan (figura 20) estan augmentades de
manera significativa els dies 1, 4 i 6 de la inducci6. A la melsa, doncs, la Dfo
afavoreix la derivacié de ferro ferritinic en hemosiderinic i aquest darrer no és

mobilitzat.

2.4.- Parametres inflamatoris.

2.4.1.- Pes del granuloma.

El pes del teixit granulomatds format (taula XI) incrementa amb el temps
de la inflamaci6, presentant un maxim el dia 6 de la induccio.

Aquest parametre no sembla estar afectat pel tractament amb Fe-dextra.

El grup tractat amb Dfo presenta una disminuci6 significativa (p<0,001)
del teixit del granuloma el dia 6 de la induccid, quan aquest pesa 15,8 g front als

22,2 g del grup inflamat.
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Figura 19: Ferro ferritinic a la melsa d’animals inﬂamafs, tractats amb Fe-
dextra i Dfo, entre 0 i 8 dies d’induir-se la inflamacié. Mitja + ESM de 8
animals. Comparacions respecte el grup inflamat: "p<0,05, “p<0,01, “*p<0,001.
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Figura 20: Ferro no heminic a la melsa d’animals inflamats, tractats amb
Fe-dextra i Dfo, entre 0 i 8 dies d’induir-se la inflamacié. Mitja = ESM de 8

animals. Comparacions respecte el grup inflamat: ‘p<0,05, “p<0,01, *'p<0,001.
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2.4.2.- Volum d’exsudat.

En el grup inflamat el volum d’exsudat incrementa amb el temps, arribant
a un maxim de 13,2 ml el dia 6 (taula XI). Observem aixi un comportament
paral.lel quant al pes del granuloma i al volum d’exsudat.

A diferéncia del pes del granuloma, el volum de liquid exsudat si que és
modificat pels tractaments.

El tractament amb Fe-dextra fa disminuir el volum d’exsudat de manera
significativa el dia 6 de la induccié (p<0,01).

La Dfo estimula 'acumulaci6é d’exsudat amb un increment significatiu els
dies 1, 21 4.

2.4.3.- Nombre de leucocits.

El nombre de leucocits (taula XI) es manté durant tot el procés al grup
inflamat en valors al voltant de 160x10° cel.lules. La concentracié maxima s’obté
el dia 2 (figura 21) quan es comptabilitzen 128,5 x 10° cél.lules per ml d’exsudat,
mentre que la minima s’observa els dies 6 i 8 (11,7x10° i 14,3x10° cél.lules per ml
respectivament.

Els tractaments amb Fe-dextra i Dfo tenen efectes oposats sobre el
nombre de leucdcits de 'exsudat: El tractament amb Fe en disminueix el seu
nombre absolut (dies 1, 2, 4 i 6) aixi com la seva concentraci6 (dies 1, 2i4). En
canvi, la Dfo incrementa el nombre de leucdcits significativament a partir del dia
2, presentant un maxim el dia 6 de la inducci6 (1299x10° cél.lules) mentre que

la seva concentraci6 és superior al grup inflamat del dia 4 al 6 (figura 21).
2.4.4.- Viabilitat cel.lular.

En el grup inflamat, la viabilitat de les cel.lules de 'exsudat supera el 90%
durant tots els dies estudiats, llevat del dia 8 (88,8%) (taula XII).
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El tractament amb Fe-dextra indueix a un descens en la viabilitat de les
cél.lules durant tot el procés estudiat, que es manté entre el 74,3% (dia 1) al
82,6% (dia 6), perd aquestes variacions no son significatives comparades amb el
respectiu grup inflamat.

La viabilitat de les cel.lules de '’exsudat tractades amb Dfo es manté entre
80,2% (dia 6) i 87,3% (dia 4), sense presentar diferéncies significatives amb el
grup inflamat.

2.4.5.- Distribuci6 dels leucocits.

A la figura 22 s’observa una extensié de ceéllules aillades de I'exsudat
inflamatori en la qual s’ha aplicat la tincié esterasa no-especifica.

Durant tot el procés s’observa que els leucdcits polimorfonuclears (PMN)
predominen sobre mondcits (taula XII, figura 23).

El dia 1 els PMN representen el 80,7% de tots els leucocits de I'exsudat,
disminuint a un 79,9% el dia 4 i fins a un 50,3% el dia 6, en que el nombre de
leucdcits PMN és minim. La disminuci6 de PMN afavoreix l'increment del
percentatge de mondcits, els quals representaven el 15,3% el dia 1 arriben a un
maxim del 39,1% el dia 6. El dia 8 de la inducci6, s’incrementa el percentatge
de leucocits PMN a un 65,1% a expenses dels mondcits, que disminueixen fins
al 22%. El percentatge restant (figura 23) que oscil.la entre un 5% el dia 1, al
11% el dia 6 estaria constituit principalment per limfocits.

El percentatge de distribuci6 dels tipus cellulars es manté en el grup
tractat amb Fe respecte al grup inflamat, on també s’observa un minim en el
percentatge de PMN (51,5%) i un maxim quant als mondcits (35,3%) el dia 6 de
la induccid. _

El tractament amb Dfo incrementa el nombre absolut de leucdcits (taula
X1I), afectant sobretot els leucocits PMN (figura 23), que va acompanyada d’una
davallada de monocits els dies 6 i 8 (p<0,001), essent €l seu percentatge del 5,8

i del 5,5 respectivament.
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2.4.6.- Observaci6 de les cél.lules amb microscopia electronica.

Leucocits aillats de I'exsudat de rates inflamades, 1 dia després de la
induccid, varen ser observats amb MET i amb MER. Les fotografies obtingudes
mostren un leucocit PMN tal i com s’observa amb MET (figura 24) del qual
destaca el nucli polilobulat, i es poden veure evaginacions de la membrana
plasmatica degut al procés fagocitic. Amb el MER varem observar agregacions
de PMN (figura 25) dels quals cal destacar les evaginacions de la membrana
plasmatica (figura 26).

2.4.7.- Activitat fagocitica.

A la taula XII s’observa com al llarg de la inflamaci6 I'activitat fagocitica
de 0,8x10° leucdcits, front a una estimulacié amb zymosan, mesurada per unitats
lluminiques relatives de quimioluminiscéncia (RLU) ampliada pel luminol va
decreixent del dia 1 (17,6 RLU) al dia 8 (1,8 RLU).

Els tractaments amb Fe-dextra i Dfo provoquen una disminucié en
I'activitat fagocitica dels leucocits. La disminuci6é de 'activitat fagocitica en el
grup tractat amb Fe-dextra ja s’inicia el dia 1 de la inducci6, on obtenim 9,5
RLU de quimioluminiscéncia, i els dies 4, 6 i 8 aquesta activitat ja és molt poc
detectable (0,32, 2,5, 0,20 RLU respectivament).

El tractament amb Dfo també indueix a una disminucié de lactivitat
fagocitica de les cél.lules els dies 1, 4 i 6, perd el dia 8 I'activitat és superior a la
del grup inflamat. Si comparem aquest resultats als obtinguts préviament en el
comptatge de leucdcits, veiem que la Dfo provoca un increment en el nombre

de leucocits, perd aquests sén menys actius.

105



ST0OF 1Y LIT0F 50 L0 F 29T WJLEOF 6T oJal
LO0 F 20 WBY0 F ST WLO0 F €0 £€0 F S'6 g1
S0 F 8T €20 F 08 x86T F LU JLTY F LT |
.0E0 F S'S <o F 8 o1l ¥ 91 €60 F €¢I oJd 1
91T ¥ ¢'61 PI‘e F €£'6¢ 12T F €L LT'T F 91 1
68T F 072 +LE'€ F T6E «9S'T F #'L1 £LOT F €51 1
0€ F 998 WIS F €98 $'s F 9'0L 67 F 8'6L oial
8T F 0L ¥'e F 18 6 F €¢9 9T F I'LL a1
09 F 1°69 € F €08 =SS F 6'0L 67 F L08 I
6L FLT8 €8 F708 071 F €18 86 + 0L8 o1d 1
€L FSLL 8L F98 '8 F 0L P'6 F €L ad1
JI°TT ¥ 8°88 OTI F €6 LTI ¥ 9'¢6 '8 F 96 I
salp 8 Salp 9 SaIp ¢ ep 1 dnap

TIA BINEJ B[ B BONSIPEISS OLRIO[A “S[BWIUE G 3p WSH F+ ehIN

"1R2,01X8°0/N'TH

BRUPSIUIWND

(%)
SHIQUOA]

(%)
NId

(%)
yoIqeIA

"OIORTWIRJUL B[ 9S-IINPULP SAIP § I [ 91U OJ(] ! 9] qWIe Ssjejoen) ‘Sjewepul sjewrue e eonoode;

yeanoe 1 ‘syoQuout [ srespnuopounjod ap afiejusoiad ‘rejn|[oo JBI[IGRIA :3BPNSXd, [ AP $110QoNI[ S[Op IpnIsT :[IX B[Ne]

106



Resultats. Primera part

CJ1
EXJ 1 Fe
B&A 1 pto

%ok XXX

%k ¥

XX XXX XXX XXX

Dies

¥k HXXXX

180 -

1 T
=) o
=) 7]

150 ~
120 4

9pnNExe [/ OTX $3[0QONe]

Figura 21: Nombre de leucdcits en 1 ml d’exsudat d’animals inflamats,

tractats amb Fe-dextra i Dfo, entre 1 i 8 dies d’induir-se la inflamaci6. Mitja =

ESM de 8 animals. Comparacions respecte el grup inflamat: ‘p<0,05, “p<0,01,

"p<0,001.
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Figura 22: Observaci6 amb microscopia optica d’un frotis de cel.lules
procedents de I’exsudat inflamatori a 1 dia d’induir-se la inflamacié. Tincié amb
la técnica de I'esterasa no-especifica. Augments aproximats x400 amb oli

d'immersio.
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Figura 23: Percentatge de distribuci6 dels leucdcits de I'exsudat d’animals
inflamats, tractats amb Fe-dextra i Dfo entre 1 i 8 dies d’induir-se la inflamacid.

Mitja de 5 animals.
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Figura 24: Observaci6 amb MET d’un leucocit PMN aillat de I'exsudat
inflamatori. S’observa el nucli polilobulat i les extensions de la membrana

plasmatica. Augments aproximats x7000.
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Figura 25: Observacié amb MER de leucocits PMN aillats de I'exsudat

inflamatori formant agregats. Augments aproximats x4300.
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Figura 26: Observacié amb MER d’un leucocit PMN aillat de I'exsudat
inflamatori. A destacar les evaginacions de la membrana. Augments aproximats

x12000.
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2.4.8.- Nivells de ferro a I'’exsudat.

a) Ferro débilment lligat.

Es troba ferro lligat a compostos de baix pes molecular a I'exsudat de
rates inflamades a I'inici del procés inflamatori en la concentracié de 6,3 nM
(taula XIII) que significa un valor absolut de 10 nmol/exsudat (figura 27). Els
nivells d’aquest ferro van decreixent i el dia 6 la concentraci6 és indetectable.

En els grups tractats amb Fe-dextra es troben valors significativament
molt superiors de ferro deébilment lligat. Aixd es manté en tots els dies estudiats.
La concentracié és maxima els dies 1i 2 ( 75 i 102 nM), disminueix els dies 4 i
6 (301 20 nM) i torna a augmentar el dia 8 (123 nM). El dia 1 el ferro débilment
lligat representa el 0,04% del total del ferro injectat (135,2 nmol de Fe/exsudat)
mentre que s’observa una resposta molt incrementada el dia 8 (1035 nmol de
Fe/exsudat) (figura 27).

El ferro débilment lligat presenta valors lleugerament més baixos en els
animals tractats amb Dfo que en els inflamats sense tractament (1,7 nM el dia
1) i és indetectable els dies 6 i 8 de la induccid.

Els errors alts que s’observen en el grup inflamat i en el grup tractat amb
Dfo es deuen a que el nombre d’animals que donaven 0 en aquesta determinaci6

era més gran a mesura que avangava el procés inflamatori.

b) Ferro ferritinic.

S’observa com la concentraci6 de ferro ferritinic (taula XIII) és maxima
el dia 2 (115 nM), per a disminuir els dies 4 i 6.

Al grup tractat amb Fe-dextra s’observen valors més alts que al grup
inflamat durant tot el procés amb un maxim el dia 1 (7111 nM). El ferro
ferritinic en exsudat total (figura 28) és de 12,8 ymol el primer dia i representa
un 3,6% del ferro injectat. El dia 6 els nivells de ferro ferritinic s’igualen amb els

dels animals inflamats sense tractament, pero el dia 8 tornen a augmentar fins
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a 2,02 pmol/exsudat.
La concentracié de ferro ferritinic en els animals tractats amb Dfo és
significativament inferior al grup inflamat durant els dies 1, 2, 4 i 8, perd

expressat en valor absolut, els nivells oscil.len al voltant del grup inflamat.

2.4.9.- pH de Pexsudat.

No s’observen variacions en el pH de I'exsudat que es manté al voltant de
7,3 durant la inflamaci6 (taula XIV).

Tampoc no s’observen variacions amb I'administracié de Fe, que només
incrementa el pH lleugerament fins el valor de 7,6 en el primer dia de la
inducci6.

Amb Dfo el pH s’acidifica respecte el grup inflamat, durant tot el procés.
El pH més acid s’obté els dies 4 i 6 (p<0,001) amb valors de 6,75 i 6,98
respectivament. Aix0 estaria en relacié amb I'alt nombre absolut de leucocits

descrit en aquests dies (taula XI).

2.4.10.- Ceruloplasmina a P'exsudat.

La concentracié de ceruloplasmina a I'exsudat (taula XIV) és maxima el
dia 1 (350 pg/ml) i disminueix a partir del dia 2, amb un minim el dia 6 (112
pg/ml).

En els grups tractats amb Fe-dextra els valors de ceruloplasmina es
mantenen generalment per sota dels valors en animals sense tractament i de
manera significativa els dies 1 i 8 (p<0,01) de la induccié.

El tractament amb Dfo dona lloc a una disminucié de la concentracié de
ceruloplasmina en exsudat, de manera significativa els dies 1, 4, 6 i 8 de la

inducci6, amb un minim el dia 6 (61 xg/ml).
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Figura 27: Ferro debilment lligat a I'exsudat d’animals inflamats, tractats

Fe débilment lligat (nmol/ exsudat)
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amb Fe-dextra i Dfo, entre 1 i 8 dies d’induir-se la inflamacié. Mitja = ESM de

8 animals. Comparacions respecte el grup inflamat: ‘p<0,05, “p<0,01, *"p<0,001.
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Figura 28: Ferro ferritinic a 'exsudat d’animals inflamats, tractats amb Fe-
dextra i Dfo, entre 1 i 8 dies d’induir-se la inflamacié. Mitja + ESM de 8
animals. Comparacions respecte el grup inflamat: "p<0,05, “p<0,01, “"p<0,001.
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2.4.11.- Nivells de PGE, a I’exsudat.

La concentraci6 de PGE, en el liquid exsudat és de 110 ng/ml el dia 1
(taula XIV) i va disminuint per a mantenir-se entre 14 ng/ml (dia 4) i 17 ng/ml
(dia 8).

El tractament amb Fe-dextra fa incrementar (p<0,001) els valors de PGE,
el dia 1 (164 ng/ml) que disminueixen els dies 2, 4 i 6 (sense ser significativament
diferents del grup inflamat) per a tornar a incrementar el vuite dia (42 ng/ml).

La Dfo actua incrementant els nivells de PGE, durant els dies 2 i 4

respecte el grup inflamat, i els disminueix el dia 6.
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SEGONA PART:
MODULACIO DE LA INFLAMACIO PER UNA DIETA DEFICIENT EN
AGPI
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MATERIAL I METODES

1.- Animals i dietes.

Les experiéncies es van portar a terme amb rates Sprague Dawley
mascles. En el moment del deslletament quaranta rates van ser pesades i
distribuides en dos lots que van ser alimentats amb diferents dietes
semisintétiques en pols durant 4 mesos. Un lot va ser alimentat amb una dieta
control, i I'altre grup amb un pinso deficient en AGPI (UAR).

Seguint les recomenacions de Poitier de Courcy i col. (1989), els lipids
representaven el 5% del pinso en ambdues dietes. La dieta control contenia 25
g/kg d’oli de cacahuet i 25 g/kg d’oli de colza. Aquesta és la mescla recomenada
per tal d’assegurar 'aport dels acids grassos insaturats essencials, acid linoleic
(18:2) i acid linoleénic (18:3).

El contingut en acids grassos d’aquests dos olis €s el segiient:

AG Saturats AG Insaturats
(%) (%)
18:1 18:2 18:3 22:2
Oli de cacahuet 18 60 21 - -
Oli de colza 8 57 22 9 2

En la dieta deficient en AGPI el contingut lipidic s’havia substituit integent per

tripalmitina, triacilglicérid del palmitic, acid gras saturat del tipus 16:0.

Analitzant els dos tipus de pinso amb espectrefotometria d’absorci

atdmica, ambdés contenien 58 mg Fe/kg.
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2.- Métode experimental.

Després de 4 mesos d’alimentacié amb la dieta control o amb la dieta
deficient en AGPI es va iniciar I'estudi de les modificacions de la mobilitzaci6 del
ferro i de la lipoperoxidacié en rates a les que es va induir el granuloma per
carragenina.

Grups d’animals de cada lot, control (C) o deficient (D), van rebre el

mateix tractament.
2.1.- Induccié del granuloma per carragenina.

El granuloma va ser induit pel meétode ja descrit (veure pag. 54) de
Fukuhara i Tsurufuji (1969) injectant 4 ml d’una solucié al 2% de carragenina

en NaCl 0,9%. Els animals varen ser sacrificats 6 dies després de la induccid.
2.1.1.- Administraci6 de Fe-dextra.

En un grup inflamat (alimentat amb dieta control o deficient en AGPI)
es va produir una sobrecarrega en ferro a ’'administrar a la bossa del granuloma

3 injeccions, els dies 0, 2 121 5 de 50 mg Fe/kg cadascuna.
2.1.2.- Administraci6 de Dfo.
En un tercer grup inflamat (control o deficient en AGPI) es va produir
una deficiéncia en ferro administrant Dfo a la dosi de 100 mg/kg, des de 3 dies

abans de la injecci6 de carragenina via subcutania i fins el dia 5 a la cavitat del

granuloma.
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3.- Obtenci6 de mostres.

3.1.- Gasos expirats.

Un meétode de sistema tancat de recollida d’hidrocarburs (Wendel i
Dumelin, 1981; Wendel 1987) va ser posat a punt al laboratori de 'INSERM U-
87 de Tolosa.

La mesura d’hidrocarburs expirats ha despertat un gran interés des dels
treballs de Riely i col. (1974) ja que és un meétode no invasiu que permet
estudiar els processos de peroxidaci6 lipidica in vivo. En efecte, durant aquest
procés, la degradaci6 dels acids grassos insaturats de les membranes allibera eta
i pentd en petita quantitat que s6n exhalats en I'aire expirat per I'animal
(Lawrence i Cohen, 1982, 1984).

La gran sensibilitat aportada per la cromatografia en fase gasosa ens
permet mesurar les quantitats traces d’aquests hidrocarburs volatils. Sembla ser
que la mesura d’eta ens déna més informaci6 sobre la lipoperoxidacié ja que el
penta és metabolitzat al fetge (Wendel, 1987; Miiller i Sies, 1984).

Després del periode de tractament (dia 6) es col.locaven 4 animals d’un
mateix grup en una cambra dissenyada especialment per a la recollida de gasos
expirats (figura 29). En la cambra s’injectaven (g) 50 ml d’'una mescla standard
de gasos que contenia:

14,77 ppm de meta

15,00 ppm d’eta

14,98 ppm de propa

15,01 ppm de buta

15,17 ppm de penta

15,01 ppm d’hexa
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Figura 29: Dispositiu experimental per a la recollida de gasos expirats.
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A sota de la reixeta on eren els animals s’introduia calg sodada (a), que
absorbeix el CO, i gel de silice (b), per absorbir el vapor d’aigua. La pressi6 a
I'interior de la cambra era igual a la pressié atmosférica. Un mandmetre (c¢) amb
liquid de Brodie ens indicava les variacions de pressio.

La respiraci6é comporta el consum de cert volum d’oxigen. El volum total
del gas que disminuia equivalia al volum d’oxigen consumit. Aquest es mesurava
per la disminucié del volum d’aigua a la proveta annexa (e):

- Al disminuir I'oxigen consumit, disminuia la pressi6 a l'interior de la
cambra. Aix0 era detectat per dues cél.lules fotoelectriques (c) que impulsaven
la bomba (d). Al posar-se la bomba en marxa enviava aigua de la proveta (e) al
flasc6 d’oxigen (f) lligat al dessecador on eren les rates. El volum d’aigua
desplacava I'oxigen vers el dessecador.

En intervals d’'una hora, des de 5 minuts després de col.locar les rates fins
a 4 hores després, s’extreien, amb una xeringa (g) de vidre, 10 ml de gas de
Pinterior de la cambra. El contingut en eta de la fase gasosa era mesurada en un

cromatograf de gasos.

3.2.- Obtencié de plasma.

Posteriorment els animals eren anestesiats amb &ter i s’extreia sang per
puncié cardiaca. Els tubs on es mantenia la sang eren de polipropile i havien
estat tractats amb heparina al 5%. Una série de tubs (per a la determinacid de
prostaglandina E,) van ser tractats també amb indometacina 0,04M dissolta en
etanol, tot evaporat a I'estufa a 60°C. Per centrifugacié es va obtenir el plasma

(veure pag. 56) que va ser conservat a -80°C.

3.3.- Extracci6 de fetge.

Després de la dessagnacié per puncié cardiaca es perfondia el fetge a
través de la vena hepatica amb sali, s’extreia i congelava en nitrogen liquid i era

conservat a -80 °C per a posteriors analisi.
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3.4.- Extracci6 del granuloma.

Com s’ha descrit anteriorment (veure pag. 57) s’extreia el teixit del

granuloma i se n’obtenia el seu pes humit.
4.- Analisi hematiques relacionades amb el metabolisme del ferro.

El percentatge de volum sanguini ocupat pels eritrocits es va determinar
com ja s’ha descrit (veure pag. 58).

La determinaci6 de la concentracié d’hemoglobina en sang es va realitzar
seguint el metode de Drabkin i Austin (1935). Els resultats s’expressen en mg
d’hemoglobina per 100 ml de sang (veure pag. 58).

Es va valorar el ferro plasmatic seguint les recomanacions del ICSH
(1971), (veure pag. 59). Els resultats s’expressen en pg de ferro per 100 ml de
plasma.

El TIBC va ser determinat pel metode de Ramsay (1957) (veure pag. 59).
Els resultats expressen la capacitat total de fixacié del ferro per la transferrina
en ug de ferro per 100 ml de plasma.

Com ja s’ha descrit (veure pag. 60) es van determinar els nivells de
ceruloplasmina en plasma segons la técnica de Sunderman i Nomoto (1970). Els

resultats s’expressen en mg de ceruloplasmina per 100 ml de plasma.
5.- Determinacié de ferro en fetge.

En homogenats de fetge es van estudiar els nivells de ferro ferritinic
(Drysdale i Munro, 1966) i de ferro no heminic (Torrance i Bothwell, 1980)

(veure pag. 61 i 62). Els resultats s’expressen en g de ferro per g de teixit i en

organ total.
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6.- Estudi de la lipoperoxidaci6.

6.1.- Eta expirat.

El contingut en eta de la fase gasosa es va mesurar en un cromatograf de
gasos Intersmat, equipat amb un detector de ionitzacié de flama a 190°C . La
columna, de 2 mm de diametre per 2 m de longitud, utilitzava heli com a gas
vector al fluxe de 35 ml/min.

Es va treballar amb una programacié de temperatura. La temperatura
inicial es fixa a 50°C i la final a 170°C amb un increment de temperatura de 20°C
per minut. Amb aquestes condicions s’obtenia un pic d’eta entre 3 i 4 minuts
després d’injectar els 10 ml de la mostra en el bucle d’injeccié del cromatograf.

Els pics obtinguts en els cromatografs i quantificats per l'integrador
(Intersmat) corresponien a certes quantitats d’eta quan s’interpolaven a una
corba patr6 determinada préviament. Aquests valors s’expressen en nmol d’eta

eliminats durant 4 hores per kg de pes corporal.
6.2.- PGE, en plasma.

Els nivells plasmatics de PGE, varen ser estudiats com a indicadors de la
peroxidaci6 lipidica. Com s’ha descrit (veure pag. 68) la PGE, va ser determinada
per radioimmunoassaig (RIA KIT, Advanced Magnetics Inc, Massachusets,
U.S.A.) en mostres de 200 xl de plasma. Els resultats s’expressen en ng de PGE,
per ml de plasma.

6.3.- Malondialdehi& en plasma.

Els nivells de malondialdehid (MDA) en plasma van ser detectats per la
reacci6 de I'acid tiobarbitiric (TBA), técnica descrita per Yagi (1984). Aquest

€s un métode standard per a la determinacid del nivell de lipoperdxids en plasma
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o seérum. Es basa en la descomposicié acida dels lipoperoxids, durant la qual es
produeix malondialdehid. La reaccié del MDA amb TBA produeix un cromogen
vermell.

La primera part de la técnica consisteix en aillar els lipids per tal
d’eliminar altres substancies que poguéssin reaccionar amb el TBA. Aixo
s’aconsegueix amb el sistema acid fosfotiingstic-sulfiric que precipita els lipids.

Seguint aquesta teécnica es varen incubar 0,5 ml de plasma amb 2 ml de
H,SO, (1/12 N) durant 10 minuts a temperatura ambient. Es van afegir 0,5 ml
d’acid fosfotingtic al 10% (v/v), es van agitar els tubs i es van incubar 5 minuts
a temperatura ambient. Les mostres es van centrifugar a 2000 xg i es rebutja el
sobrenedant on hi havia les substancies TBA-reactives hidrosolubles.

El precipitat es torna a rentar amb H,SO, i acid fosfotingstic i després de
centrifugar va ser dissolt amb aigua destil.lada i 1 ml de TBA al 1% (v/v) amb
acid acetic al 50% amb aigua destil.lada.

Les mostres es van portar a ebullicié6 durant 60 minuts, es van centrifugar
a 1000 xg durant 15 minuts i el sobrenedant va ser llegit a 532 nm. Els valors de
densitat Optica van ser convertits en nanomols de MDA utilitzant el coeficient
d’extincié del complexe MDA-TBA que és de 1,37x10°.

Els nivells de lipoperoxids s’expressen en termes de nmol de MDA per

ml de plasma.
7.- Disseny experimental.

Es va treballar amb 8 grups (4 alimentats amb dieta control i 4 amb dieta
deficient en AGPI) de 5 animals mascles cadascun de pesos compresos entre els
350 i els 450 g (figura 30).

- Grup control (C): Alimentat amb dieta control.

- Grup deficient (D): Alimentat amb dieta deficient en AGPI.

- Grup inflamat: En un grup tractat amb dieta control (CI) i en un grup
amb dieta deficient (DI) es va induir el granuloma per carragenina.

- Grup inflamat + Fe-dextra: La sobrecarrega en ferro es provoca a un
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grup inflamat amb dieta control (CI Fe) i a un grup inflamat tractat amb dieta
deficient (DI Fe).

- Grup inflamat + Dfo: La deficiéncia en ferro es va induir administrant

Dfo en grups control i inflamats (CI Dfo i DI Dfo, respectivament).

Els animals varen rebre injeccions subcutanies de solucid salina estéril per
tal que el volum injectat fos sempre el mateix. El sacrifici es produi el sis¢ dia

de la induccié de la inflamacid.

8.- Métodes estadistics.

Els resultats vénen expressats per la mitja de 5 animals amb el seu
corresponent error standard (ESM). Les dades van ser avaluades mitjangant
I'analisi de la varianca (ANOVA) amb 8 poblacions per parametre. Quan els
efectes de la variable eren estadisticament significatius els seus grups es van
comparar amb el meétode de Bonferroni de comparances miiltiples.

S’ha atorgat una lletra a les mitges i errors de cada grup que permet la
comparacid de la significaci6 estadistica entre grups amb ¢ = 0.05. Els grups de

la mateixa columna que tenen almenys una lletra en comi no sén estadisticament

diferents.
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Figura 30: Esquema dels tractaments a que es van sotmetre animals

alimentats amb dieta control i animals alimentats amb dieta deficient en AGPI.
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RESULTATS

1.- Pes corporal.

Es va treballar amb rates de pesos compresos entre 340 i 470 g (taula
XV). Un regim deficient en AGPI no modifica significativament el pes dels
animals ni tampéc s’observen modificacions amb cap dels tractaments
administrats, excepte en el cas del grup DI Dfo en que els valors sén inferiors
als del seu control CI Dfo.

2.- Valors hematics relacionats amb el metabolisme del ferro.

2.1.- Hematocrit i hemoglobina.

La dieta deficient en AGPI no provoca modificacions en ’hematocrit ni
en ’hemoglobina (taula XV).

El procés inflamatori en una dieta normal no déna lloc a modificacions
en els valors de I’hematocrit, perd, en canvi, produeix una disminucié de
’hemoglobina fins a 11,1 g/100 ml. Quan el procés inflamatori s’indueix en
animals alimentats amb una dieta deficient en AGPI els valors normals
d’hemoglobina es restableixen (13,6 g/100 ml).

En els animals inflamats tractats amb Fe-dextra es mantenen els nivells
normals d’hematocrit i es segueixen presentant valors disminuits de la
concentracié d’hemoglobina en plasma, tant si s’han alimentat amb una dieta
control (12,1 g/100 ml) com amb una dieta deficient en AGPI (12,9 g/100 ml),
encara que en aquest darrer grup la disminucié és menys marcada.

Quan el tractament administrat als animals inflamats ha estat Dfo, els
valors de I'hematdcrit no difereixen dels grups no inflamats C i D, mentre que
la concentracié d’hemoglobina segueix essent més baixa que als animals no

inflamats. Aquest descens és més accentuat en el grup CI Dfo (11,6 g/100 ml).
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2.2.- Ferro plasmatic, TIBC i saturacié de la transferrina.

El ferro plasmatic i la capacitat total de fixaci6 del ferro per la
transferrina (taula XVI) sén lleugerament més elevats en animals alimentats amb
una dieta deficient en AGPI quan se’ls compara amb animals que han rebut una
dieta control, perd aquesta diferéncia no és significativa.

La inducci6 de la inflamaci6 produeix una disminuci6 en la capacitat total
de fixaci6 de ferro per la transferrina, mentre que en animals deficients en AGPI
el TIBC recupera valors normals.

L’administracié de Fe-dextra fa augmentar el ferro plasmatic i el TIBC,
tant en animals alimentats amb la dieta control com amb la dieta deficient en
AGPI, grup aquest darrer on s’observa una gran variabilitat.

El tractament amb Dfo a animals inflamats, amb qualsevol de les dues
dietes, ens remet a valors estadisticament semblants als animals no inflamats
quant a ferro plasmatic i TIBC, amb una saturacié normal de la transferrina
(33%).

2.3.- Ceruloplasmina plasmatica.

La concentraci6 de ceruloplasmina en plasma no difereix en els dos grups
no inflamats (taula XVI).

Amb la induccié de la inflamacid, la concentracié de ceruloplasmina
incrementa, passant de 27 mg/100 ml en el grup C a 49 mg/100 ml en el grup CI.
Amb la dieta deficient I'increment és molt més marcat, obtenint-se el valor de
71 mg/100 ml per al grup DL

El tractament amb Fe-dextrd o amb Dfo no modifica els valors de
ceruloplasmina respecte al grup inflamat, de manera que en animals alimentats
amb una dieta control els valors no sén estadisticament diferents del grup CI, i
en animals alimentats amb una dieta deficient els nivells de ceruloplasmina no

difereixen dels nivells en el grup DI
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3.- Pes del fetge i contingut en ferro.

No hi ha diferéncies pel que fa al pes del fetge (taula XVII) en els
diferents grups, i només s’observa una disminucié d’aquest en el grup DI Dfo,
relacionat amb el seu menor pes corporal.

Una dieta deficient en AGPI produeix increment en les reserves
hepatiques de ferro (taula XVII) en forma de ferro ferritinic i de ferro no
heminic, de manera que en animals sense inflamar s’obtenen valors de ferro no
heminic de 128 ,g/g de teixit (grup C) que s’incrementen fins a 186 ,g/g de teixit
quan els animals s6én alimentats amb una dieta deficient en AGPI (D). El
percentatge de ferro ferritinic respecte al no heminic és del 14% al grup C i del
32 % al grup D, de manera que I'increment de ferro de reserva que es produeix
amb la dieta deficient en AGPI ocupa el pool de ferro ferritinic. Quant al
contingut en ferro per dOrgan total (figures 31 i 32) observem com la dieta
deficient en AGPI déna lloc a un increment del ferro de reserva en tots els
grups, llevat del DI Dfo.

Els animals inflamats alimentats amb dieta control presenten un
increment en les reserves de ferro no heminic hepatic quan es comparen amb
el grup alimentat amb dieta control no inflamat, de manera que el grup CI
presenta uns valors de ferro 159 ug/g de teixit. Com que el percentatge de ferro
ferritinic es manté en aquest grup (15%), aquest increment de ferro s’esta
produint en el pool de ferro hemosiderinic.

En el grup inflamat alimentat amb una dieta deficient en AGP], s’observa
un increment en quant a ferro ferritinic i no heminic estadisticament superior al
grup inflamat sotmés a una dieta control. Tammateix aquests nivells de ferro de
reserva no difereixen dels nivells de ferro als animals que han rebut una dieta
deficient en AGPI i no han estat inflamats, amb I'inica diferéncia que el
percentatge que el ferro ferritinic representa respecte al ferro no heminic és, en
el grup DI del 19%, quant al grup D era del 32%, de manera que la inflamaci6
esta afavorint un emmagatzematge en forma d’hemosiderina.

Quan els animals inflamats han estat tractats amb Fe-dextra I'increment
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de reserves hepatiques de ferro ferritinic i no heminic és important, i com s’ha
vist per als grups anteriors, superiors als animals sotmesos a una dieta deficient
en AGPL

El tractament amb Dfo fa disminuir les reserves hepatiques en ferro,
sobretot les de ferro no heminic, respecte als animals inflamats. Curiosament, els
valors no difereixen per a ambdues dietes estudiades.

Les variacions son del mateix ordre a I'expressar els resultats de les

reserves de ferro per organ (figures 31 i 32).
4.- Parametres inflamatoris
4.1.- Pes del granuloma.

No s’observen diferéncies significatives quant al pes del granuloma (taula
XVIII) entre els grups alimentats amb una dieta control, de manera que en el
grup CI aquest teixit pesa 24,7 g, el valor més alt correspon al grup tractat amb
Fe-dextra (27,6g) i el més baix al grup tractat amb Dfo (20,9 g).

No obstant, aquest es troba disminuit en tots els grups alimentats amb una
dieta deficient en AGPI, sense observar-se diferéncies significatives entre els
grups DI (14,1 g), DI Fe (18,2 g) i DI Dfo (16,1 g).

5.- Parametres de lipoperoxidaci6.
5.1.- Eta expirat.

Els valors acumulatius d’eta expirat entre 1 i 4 hores es poden observar

a la figura 33.

Els nivells basals d’eta expirat durant 4 hores no varien amb una dieta

control o deficient en AGPI (entre 5,1 i 8,6 nmols/kg).
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Figura 31: Ferro ferritinic al fetge d’animals control, inflamats, tractats
amb Fe i Dfo i sotmesos a una dieta control o deficient en AGPIL. Mitja + ESM

de 5 animals. Comparacions amb el respectiu grup alimentat amb dieta control:
-p<0’05’ “p<0,01’ -.-p<0’001.
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Figura 32: Ferro no heminic al fetge d’animals control, inflamats, tractats

amb Fe i Dfo i sotmesos a una dieta control o deficient en AGPL Mitja + ESM

de 5 animals. Comparacions amb el respectiu grup alimentat amb dieta control:

"p<0,05, "p<0,01, “p<0,001.
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Els valors maxims d’eta expirat s’obtenen en el grup CI Fe, (49 nmols/kg),
indicant-nos que el tractament amb Fe-dextra ha donat lloc a un increment de
la lipoperoxidacio. Seguidament s’observen els animals tractats amb Dfo, CI Dfo,
amb valors molt semblants als animals inflamats CI (24 i 22 nmols/kg,
respectivament).

El régim deficient en AGPI produeix una disminuci6 de 'eta exhalat en
els grups DI (12 nmols/kg), tractats amb Fe-dextra, DI Fe (8,6 nmols/kg) i
tractats amb Dfo, DI Dfo (4 nmols/kg), no observant-se diferéncies entre I'eta

expirat per aquests grups i els nivells basals.

5.2.- Nivells plasmatics de PGE,

La inflamaci6 déna lloc a un increment en els nivells de PGE, plasmatica,
obtenint-se un valor de 3,86 ng/ml en el grup CI front al 1,68 ng/ml del grup C.

En els animals alimentats amb una dieta control, el tractament amb Fe-
dextra o amb Dfo disminueix lleugerament els nivells de PGE, respecte als grups
CI de manera que no sén significativament diferents ni del grup C ni del grup
CL

Una dieta deficient en AGPI produeix una disminucié de PGE, en plasma
en tots els tractaments: sense inflamar, D (1,06 ng/ml); inflamat, DI (0,88 ng/ml);
tractat amb Fe-dextra, DI Fe (1,19 ng/ml) i tractat amb Dfo, DI Dfo (1,28

ng/ml), no provocant diferéncies significatives cap d’aquests tractaments.

5.3.- Nivells plasmatics de MDA.

La inflamaci6é produeix un increment dels nivells de MDA plasmatic, des
de 2 nmol/ml en el grup C a 2,88 nmol/ml en el grup CI (taula XIX). No
s’observen diferéncies entre els animals tractats amb una dieta control o deficient

en AGPL
En els animals tractats amb Fe-dextra i alimentats amb una dieta control
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els nivells de MDA en plasma incrementen significativament fins a 3,45 nmol/ml
en el grup CI Fe. Aquesta tendéncia s’inverteix si el grup ha estat alimentat amb
una dieta deficient en AGPI, disminuint els nivells de MDA des de 2,38 nmol/ml
en el grup DI, a 1,55 nmol/ml en el grup DI Fe.

Els grups tractats amb Dfo presenten una disminucié en els nivells de
MDA en plasma, tant en el grup sotmés a una dieta control com deficient en
AGPL
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Figura 33: Eta expirat durant 4 hores a animals control i inflamats,
tractats amb Fe i Dfo i sotmesos a una dieta control (linia continua) o deficient

(linia discontinua) en AGPI. Mitja de 4 animals.
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Discussié

La inflamaci6 origina complexes alteracions en el metabolisme del ferro,
alhora que el ferro descompartimentat pot influenciar el desenvolupament del
procés inflamatori. El model inflamatori experimental del granuloma per
carragenina ens permet estudiar aquestes interaccions que es manifesten en els
nivells de ferro circulant en els animals i en I'activitat pro-inflamatoria del ferro

administrat a l'interior de la bossa del granuloma.
1.- Alteracions en els parametres relacionats amb el metabolisme del ferro.

Una de les observacions més constants en els processos inflamatoris €s el
desenvolupament de I'anémia de grau mig, AICD (Cartwright i Lee, 1971;
Lukens i col., 1967). Aquesta anémia seria la darrera manifestacié d’alteracions
en el metabolisme del ferro, que donarien lloc a hipoferrémia, malgrat
I'existéncia de nivells de ferro normals o elevats als organs de reserva.

En les nostres condicions, la hipoferrémia es manifesta ja a un dia de
produir-se la inflamacid, car s’observa un descens important del ferro plasmatic.
Aquest es recupera el dia 2, per a tornar a disminuir, mantenint-se en valors
inferiors als control durant tot el procés. D’aquesta manera la saturaci6 de la
transferrina es manté al voltant del 10-15%. Aquest valor és molt baix respecte
els valors descrits en situacié normal, malgrat que I'increment de ceruloplasmina
en plasma durant la inflamaci6 podria estar ajudant a incrementar el percentatge
de saturacié de la transferrina, ja que s’ha descrit que la ceruloplasmina tindria
una activitat ferroxidasa, que catalitza 'oxidaci6 de ferro ferrés a férric (Frieden
i Hsieh, 1976), el qual podria aixi lligar-se a la transferrina.

Diversos autors, en diferents models experimentals, coincideixen en
remarcar la disminucié del ferro plasmatic durant la inflamaci6: en gossos
artritics (Feldman i Kaneko, 1980), en rates amb inflamacié induida per adjuvant
de Freund (Lukens i col., 1967; Mikolajew i col., 1969b; Carbonell i col., 1989)
o induida per turpentina (Hershko i col., 1974).

La hipoferrémia pot acabar en anemia. Mikolajew i col. (1969a) varen
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observar una disminuci6 dels valors de 'hematdcrit i I’hemoglobina en rates
Wistar sotmeses a 1, 2 o 3 injeccions d’adjuvant de Freund de manera que es
mantinguessin els simptomes de I'artritis fins als 64 dies de la primera injeccio.
Una disminuci6 significativa d’aquests dos parametres també va ser descrita per
nosaltres (Carbonell i col., 1989) en el model de I'artritis experimental als 7 dies
de la inducci6 de la inflamacid.

En el model del granuloma per carragenina obtenim els valors més baixos
de 'hemoglobina i 'hematdcrit el dia 6 de la induccié de la inflamacié, indicant-
nos I'aparici6 de la lleu anémia descrita per altres autors durant les malalties
inflamatories i croniques (Cartwright i Lee, 1971).

Les causes de ’AICD s6n complexes i, probablement, hi hagi més d’un
mecanisme implicat (veure pag. 37). La hipotesi actualment mes acceptada
(Konijn i Hershko, 1989) estableix que, en la majoria dels casos on s’observa
AICD, la proliferacié d’eritrocits esta limitada per la poca disponibilitat de ferro
(Douglas i Adamson, 1975). Aquesta afirmacié no deixa de ser sorprenent si
tenim en compte que es considera que els pacients amb AICD mantenen uns
nivells normals o incrementats de ferro de reserva. En aquests casos la valoracio
ha estat feta de manera indirecte, prenent com a indicador la concentracié de
ferritina sérica. Aquest és un metode habitual en clinica des que Jacobs i col.
(1972) varen descriure que la concentraci6 de ferritina present normalment en
serum reflexava la quantitat de ferro de reserva en l'organisme. Realment la
ferritina sérica esta incrementada en pacients amb malalties inflamatories
(Baynes i col., 1986; Birgegard, 1980), perd segons Bigergard i col. (1978) la
ferritina sérica estaria actuant com una proteina de fase aguda, és a dir, la seva
sintesi estaria regulada no només per la concentraci6 de ferro, sin6 també per
un senyal de fase aguda, com la inflamacié. Per aquesta rad, durant les malaties
croniques i inflamatories, alguns autors qiiestionen la validesa de la determinaci6
de la ferritina sérica com un bon indicador de I'estat de les reserves en ferro
(Coenem i col, 1991) i apunten que alguns pacients han estat diagnosticats

erroniament.
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Pel que fa a models experimentals, pocs treballs han valorat de manera
directe els nivells de ferro en organs de reserva, malgrat la importancia d’aquesta
dada per a explicar la seva andmala mobilitzacié durant la inflamaci6. Els nivells
de ferro no heminic al fetge han estat valorat per Feldman i col. (1981a,b,c,d)
en gossos artritics, mentre que en els nostres treballs hem determinat tant el
ferro no heminic com el ferro ferritinic en diversos models inflamatoris en rates
(Carbonell i col., 1989). Les dades obtingudes clarament demostren que el ferro
de reserva esta incrementat o es manté en nivells normals durant el
desenvolupament de la inflamaci6, demostrant que la hipoferrémia no es deu a
una deficiéncia en ferro sino a una defectiva reutilitzaci6 del mateix (Erslev,
1972; Haurani i col.,, 1965). La poca disponibilitat d’aquest ferro de reserva per
a l'eritropoiesi ha portat a alguns autors ha parlar d’'un segrest del ferro
intracel.lular, particularment a les cellules RE (Roeser, 1980). Una especial
avidesa de les cellules RE pel ferro de la transferrina i un bloqueig en
I'alliberament del ferro per part d’aquestes c€l.lules explicarien aquesta situacio.

Konijn i Hershko (1977), utilitzant eritrocits no viables marcats amb *Fe,
varen observar un increment en la retenci6 del ferro en les cél.lules RE de rates
inflamades, la qual cosa donava lloc a un decreixement en el turmover plasmatic
de ferro. En cellules parenquimals de rates inflamades amb turpentina i
injectades amb complexes d’hemoglobina i haptoglobina marcades amb *Fe
aquest grup també havia demostrat un increment en la retenci6 del ferro
(Hersko i col,, 1974). Més recentment, en estudis in vitro Birgegard i Caro (1984)
han descrit que I'absorcié de “Fe lligat a la transferrina és 4 vegades més gran
en macrofags obtinguts de ratolins inflamats amb turpentina que en macrofags
peritoneals de ratolins normals.

Aquest increment en la captacié de ferro per part de les céllules RE
expansionaria el pool de ferro labil de la ceéllula. Aquest pool de ferro
intracel.lular, anomenat també de ferro en transit (Roeser, 1980) o de baix pes
molecular (Fontecave i Pierre, 1991), no ha estat identificat, perd la seva

existéncia i funcié s6n indispensables per a poder explicar els processos de
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transport a linterior de la ceéllula, ja que les proteines que contenen ferro
(transferrina, ferritina, proteines mitocondrials...) no interactuen directament
entre elles. Probablement aquest pool estigui constituit per complexes de ferro
ferr6s de baix pes molecular (Fontecave i Pierre, 1991).

Si el ferro captat per les céllules en els Organs d’emmagatzematge es
quedés formant part del pool labil, podria tornar a ésser mobilitzat per a
incorporar-se a la transferrina, i, de fet, aixd s’observa el dia 2 de la inducci6 de
la inflamaci6, quan hi ha un restabliment del seu nivell circulant. Per a explicar
la poca mobilitzacié del ferro intracel.lular que es produeix a partir del dia 4,
aquest ferro incorporat ha de ser desviat a formes més estables com la ferritina
o ’hemosiderina.

La desviaci6 del ferro del pool labil a ferro de reserva pot ser una
conseqiiéncia directa de I'expansié d’aquest pool (Lynch i col, 1974), car
Drysdale i Munro (1966) varen observar com I'administraci6 in vivo de ferro en
rates donava lloc a un increment en la sintesi d’apoferritina hepatica, concluint
que actuaria com una proteina induible. La regulacié de I'expressi6 de la ferritina
mediada per ferro es realitza a nivell traduccional, i s’ha identificat una
seqiiencia 5’ responsable d’aquesta regulacié (Leibold i Munro, 1988).

Perd aquest no és I'inic factor que intervé en I'expressié de la ferritina,
els treballs de Konijn i Hershko (1977) en rates inflamades per turpentina
mostren que la ferritina es comporta com una proteina de fase aguda: les dades
que varen obtenir indiquen que les alteracions en la taxa de sintesi d’apoferritina
precedeixen els canvis en ferro plasmatic. La incorporacié de [’H]-leucina a la
ferritina a les 4 hores de la inflamaci6 era el doble que el normal, mentre que
el ferro plasmatic i el turnover de ferro en plasma encara no havien canviat. La
sintesi de ferritina es mantenia elevada fins a les 8 hores de la inducci6 de la
inflamaci6, mentre que la maxima reduccié en els nivells de ferro es donava al
cap de 12 hores, quan la sintesi d’apoferritina havia tornat al valor normal.
Segons aquestes dades lincrement en la sintesi d’apoferritina durant la

inflamacié no seria induida pel pool labil, sin6 com a resposta de fase aguda.
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Aquesta apoferritina sintetitzada de novo atraparia el ferro del pool labil, fent-lo
no apte per a l'alliberament a 'apotransferrina circulant. Aquest mateix grup
(Konijn i col.,, 1981) va observar una segona etapa en l'increment de la sintesi de
ferritina que comengaria a les 24 hores de la inducci6 de la inflamaci6 i encara
es mantindria incrementada a les 48 hores.

El mecanisme que regula la sintesi de ferritina durant la inflamaci6
induida per turpentina ha estat estudiat per Campbell i col. (1989) a fetge i
melsa, situant aquests autors la regulaci6 a nivell traduccional. A les 12 hores de
la inflamacid, aquests autors observen un desplacament del mRNA de ferritina
cap als poliribosomes. Separant per gradients la fraccié polisdmica, varen
observar que els poliribosomes que intervenen en la sintesi de ferritina en
resposta a la inflamacié presentaven un patré de mida diferent (més petit) als
que intervenien en resposta a la sobrecarrega en ferro. Queda, perd, per aclarir
si en algun pas es dona un increment en la transcripcié de mRNA ferritinic i fins
a quin punt la resposta a la inflamacié (que aquests autors observen a les 12
hores, pero no a les 2 hores de la inducci6 de la inflamaci6) pot ser mediada en
algun estadi pel ferro.

Amb les dades que hem obtingut no es pot decidir si ha estat el ferro
incorporat al pool 1abil el que ha estimulat la sintesi de ferritina, o si aquesta
s’havia iniciat préviament, ja que la davallada del ferro plasmatic es déna
practicament de manera simultania a I'increment de ferro emmagatzemat a fetge
i melsa.

A la vista de les dades es pot deduir que inicialment el ferro s’incorpora
al pool labil (per aixd és mobilitzat el dia 2 de la inflamacié) per a desviar-se
seguidament cap al pool de ferro ferritinic (ja que a partir del dia 2 el pool de
ferro ferritinic va augmentant, i el percentatge de ferro ferritinic respecte al ferro
no heminic total del fetge va incrementant-se fins a representar el 48,5% el dia
6 de la inflamaci6). Pot ser que a partir d’aquest moment una part de la ferritina
intracel.lular sigui desnaturalitzada per a formar hemosiderina i d’aquesta

manera el percentatge de ferro ferritinic respecte al no heminic comengaria a
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disminuir. S’ha descrit que la conversié de ferritina en hemosiderina estaria
accelerada per la inflamaci6, probablement per mecanismes intracel.lulars
activats pels mediadors inflamatoris (Konijn i Hershko, 1989). Segons Feldman
i Kaneko (1980) a l'augmentar els nivells de ferritina durant la inflamaci6
s’inhibiria la catalasa, de manera que incrementaria la concentracié de H,0, el
qual dirigeix la conversi6 de ferritina en hemosiderina.

Respecte al tipus de proteina que emmagatzema el ferro, hem obtingut
resultats diferents quant al comportament en fetge i melsa. Mentre que al fetge
les reserves durant la inflamaci6 s’estan emmagatzemant principalment en el pool
de ferritina, a la melsa el ferro ferritinic disminueix el dia 2, de manera que
pensem que el ferro s’esta emmagatzemant preferentment com a hemosiderina.
Aquest diferent comportament potser estigui en consonancia amb el tipus de
cel.lules en aquests Organs. Aixi s’ha descrit que, en rates femelles, la melsa conté
un 25% del ferro de reserva en forma ferritinica, mentre que en fetge, les
cellules de Kupffer contindrien un 7% de ferro ferritinic i a les cél.lules
parenquimals (més abundants) un 70% del ferro no heminic emmagatzemat
estaria en forma de ferritina (Cook i col., 1974).

Els estudis in vivo de Konijn i Hershko (1977) on s’observa un increment
en la sintesi de ferritina hepatica durant la inflamaci6, no aclareixen si sén les
cel.lules de Kupffer o els hepatocits els responsables d’aquest increment.

El metabolisme del ferro en macrofags ha estat estudiat més recentment
per Alvarez-Hernandez i col. (1986). Aquest autors varen estudiar in vitro la
captaci6 i [lalliberament de immuno-complexes de *Fe-transferrina-
antitransferrina per macrofags peritoneals de ratoli. Els seus resultats mostren
que, en els macrofags obtinguts de ratolins inflamats amb tioglicolat, el ferro
marcat s’incorpora en compostos semblants a I'hemosiderina, anomenats
hemosiderin-like, 0 bé compostos solubles diferents de la ferritina. L’alliberament
de ferro per part d’aquests macrofags era menor que en macrofags d’animals no
inflamats o estimulats per agents immunoldgics. Aquests resultats suggereixen

que les céllules RE estan desviant una proporcié significativa cap a un pool

149



Discussié

intracel.lular que no sigui reactiu. Es logic aleshores que el ferro que va essent
captat per la melsa, amb una proporcié més gran de cél.lules RE que el fetge,
s’emmagatzemi preferentment com a hemosiderina.

L’efecte de la inflamacié en els parametres del metabolisme del ferro
estudiats indiquen un bloqueig de ferro als Organs de reserva deguda, en part,
a una desviaci6 del ferro del pool labil a formes més segures d’emmagatzematge,
com hem demostrat en els nostres resultats, reduint d’aquest manera els nivells
de ferro circulant.

S’han implicat altres mecanismes que ajudarien a mantenir aquesta
situaci@ d’hipoferrémia, com una reduccié en I'absorcié intestinal de ferro
(Hershko i col, 1974) o un increment de la seva excrecid en processos

inflamatoris de més cronicitat (Mikolajew i col., 1969b).
1.1.- Repercussions de Padministracié de Fe-dextra i de Dfo.

L’anémia que presentaven els pacients de malalties croniques, va portar
a administrar-los una terapia en ferro. En pacients amb artritis reumatoide tant
I'administraci6 intravenosa (Winyard i col., 1987) com oral (Blake i Bacon, 1982)
de Fe-dextra produia una exacerbacid de la sinovitis inflamatoria, sense millorar
Panémia.

L’administraci6 de Fe-dextra via subcutania, al mateix lloc que es produeix
la inflamacid, no incideix en el restabliment dels parametres hematics. Els valors
de ’hematocrit i ’hemoglobina es mantenen en la tendéncia a manifestar una
anémia poc lleu. El ferro plasmatic és elevat respecte al grup inflamat el dia 1,
perd no mostra diferéncies significatives en la resta de grups, de manera que
Padministraci6 de Fe-dextra ha incrementat el ferro de reserva, perd aquest ferro
no és, tampoc, mobilitzable.

En estudis recents sobre el processament subcellular del Fe-dextra
administrat via intraperitoneal en rates, Andrews i col. (1988) observen que el

ferro és processat al fetge en siderosomes. El contingut d’aquests siderosomes
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va variant al llarg del temps, aixi els primers dies contenen Fe-dextra, després
ferro ferritinic i finalment, hemosiderinic. En el nostre model, el percentatge de
ferro ferritinic respecte a ferro no heminic és maxim el dia 2 de la induccié de
la inflamaci6, perd menor que al grup control els dies 4 i 6, suggerint que s’esta
produint el pas de ferritina a hemosiderina.

No sabem quin mecanisme evita que el ferro administrat sigui
mobilitzable per I'apotransferrina. Segons les observacions de Shoden i col.
(1953) 1a proporcié d’hemosiderina respecte a ferritina augmenta quan més alt
és el contingut en ferro del teixit, probablement aquest hagi estat transformat en
ferro hemosiderinic, accentuant la seva potent accié segrestadora del ferro
produida per la inflamacié. Hem obtingut, perd uns resultats sorprenents el dia
8 de la induccid de la inflamaci6, quan s’observa una disminucié del ferro de
reserva concomitant a un augment del ferro plasmatic. Estudis sobre
ferrocinética en humans (Finch i col., 1970) demostren que quan s’injecta ferro
radioactiu aquest desapareix inicialment del plasma, des d’una hora després de
la injecci6, per a seguidament tornar cap al plasma en un procés que aquest
autors anomenen de refluxe. Aquest refluxe consisteix en una fase rapida de
tornada al plasma, amb un temps mig de 8 hores, que representa del 5 al 10%
del ferro administrat, i d’una fase lenta, amb temps mig de 8 dies, que representa
el 25% del ferro radioactiu injectat. Aquest temps de refluxe ens podria explicar
que el Fe-dextra hagi estat processat a les céllules RE i als 8 dies, iniciat el
procés de reparaci6 de la inflamacid, sigui disponible per a la seva mobilitzacid.

Els intents de mobilitzar el ferro de reserva durant la inflamacié han
portat a assajar I'estratégia contraria: administrar un quelant d’aquest metall. E1
més utilitzat és la desferrioxamina (Dfo). Infusions prolongades de Dfo ja
s’havien utilitzat en clinica quan 'acumulacié de ferro provinent de transfussions
regulars de sang durant les talassemies donava lloc a danys hepatics, endocrins
o cardiacs (Pippard, 1989). L’administraci6é de Dfo millorava la funci6 hepatica,
abans de que s’observés un marcat descens del ferro total en fetge (Hoffbrand

i col., 1979). Aquestes dades suggerien que la Dfo estava mobilitzant una fraccié
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de ferro particularment toxica.

La fracci6 de ferro capag de ser quelada per la Dfo ha estat estudiada per
Gower i col. (1989). Aquests autors descriuen que la Dfo quela la forma férrica,
perd pot també exercir una potent activitat ferroxidasa en el ferro ferrés. El
ferro quelat per la Dfo constituiria el total del pool de baix pes molecular, i algun
ferro derivat de la ferritina, probablement el més débilment fixat a la superficie
proteica.

L’activitat quelant de la Dfo s’observa durant tot el procés, ja que el ferro
de reserva en fetge es manté per sota del grup inflamat, i, tal com han descrit
Gower i col. (1989), el ferro que esta essent quelat formava part del pool 1abil
o estava lligat a la ferritina, en obtenir-se un menor percentatge de ferro
ferritinic respecte a no heminic. En canvi, a la melsa, les reserves augmenten,
suggerint-nos que els macrofags esplénics emmagatzemen el ferro preferentment
com a hemosiderina, i aquest no pot esser captat per la Dfo.

Els dies 1 i 2 de la inducci6 de la inflamaci6 el ferro plasmatic és
restablert a valors normals en el grup tractat amb Dfo. Podria ser que la Dfo,
en quelar el ferro que estava formant part de la ferritina, el fes més disponible
per a passar al pool 1abil i per a ser captat per 'apotransferrina circulant. Encara
que no ens sigui possible obtenir una explicaci6 clara, altres autors també han
observat aquest fendmen en pacients amb artritis reumatoide (Giordano i col.,
1986).

La Dfo saturada en ferro esdevé ferrioxamina. Aquesta és eliminada per
via urinaria o biliar. La seva utilitzacio clinica, a part de causar efectes secundaris

indesitjables, és dificil perqué és rapidament eliminada del plasma.

Sembla, doncs, que la hipoferrémia dels processos inflamatoris es manté
malgrat I'administraci6é de Fe-dextra o d’un quelant de ferro.

En la explicacié de la patogénesi de la hipoferrémia s’han implicat els
mediadors inflamatoris: actualment es pensa que els canvis en la cinética del

ferro formarien part de la reacci6 sistémica que es doéna durant la inflamacid,
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que inclouria, a més, febre, dolor, leucocitosi i sintesi incrementada de les
proteines de fase aguda i que aquests canvis serien el resultat de la producci6 de
mediadors inflamatoris pels diferents tipus cel.lulars que acudeixen al lloc

inflamat.

2.- Modulaci6 de la resposta inflamatoria pels nivells de ferro en I'organisme.

El model inflamatori que hem escollit ens permet 'estudi quantitatiu i
qualitatiu de les cel.lules implicades en la inflamacid, del fluid exsudat (que conté
alguns dels mediadors) i del grau de reaccid tissular.

El maxim de la inflamaci6 se situa el dia 6, quan tant el pes del
granuloma (22 g) com el volum d’exsudat (13 ml) s6n maxims. Pel que fa al
nombre de leucdcits, en exsudat total el seu nombre es manté sense diferéncies
del dia 1 al dia 8.

El teixit del granuloma esta format per fibroblasts i macrofags (Bonney
i col, 1978). Parham i col. (1981) varen suggerir que els macrofags serien
responsables de la formaci6 i del desenvolupament del granuloma per la seva
capacitat de produir un factor soluble que estimularia els fibroblasts a secretar
collagen. Maroussem i col. (1984) varen quantificar el contingut en
mucopolisacarids i col.lagen en el teixit granulomatGs als 7 dies de produir-se la
inflamaci6 per carragenina. En granulomes d’aproximadament 11,9 g de pes
varen obtenir 7,73 mg de glucosamina (mucopolisacarid) i 12,24 mg
d’hidroxiprolina (col.lagen).

De I'exsudat obtingut varem separar per filtraci6 els clusters formats per
cél.lules mortes i fibrina (Marouseem i col.,, 1984) i, per centrifugaci6, el fluid
exsudat i les cél.lules. La viabilitat de les cel.lules separades es va mantenir al
voltant del 90% al llarg del procés estudiat.

La resposta inflamatoria es caracteritza per I'acumulacié de leucdcits
PMN (principalment neutrofils) que son subseqiientment reemplagats per

leucdcits mononuclears (Paz i Spector, 1962). L’estudi del tipus cel.lular i de la
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seva activitat en el nostre model experimental va desvelar que les cellules
infiltrades s6n principalment leucocits PMN en la fase aguda de la inflamacié
(80,7% el dia 1), i fins al dia 6, en que disminueix el seu percentatge fins al
50,3%, alhora que el percentatge de monocits infiltrant-se en I'exsudat
incrementa fins al 39% el dia 6. Un petit percentatge restant, que no varia al
llarg del procés, estaria constituit per limfocits. Aquests resultats corroboren els
préviament obtinguts per Hambleton i Miller (1989) en el mateix model
inflamatori.

L’activitat fagocitica va ser mesurada per quimioluminiscéncia, técnica
que detecta la formacié de radicals superdxid i d’oxigen singlet. Observem com
Iactivitat de 0,8x10° cél.lules va disminuint al llarg del procés, de manera que si
bé el nombre total de cél.lules es manté, aquestes sén menys eficaces en terme
de produir radicals superdxid. La correlacié positiva que s’observa entre el
percentatge de leucocits PMN i la produccid de quimioluminiscéncia, ens
suggereix que aquests serien els responsables principals de I’explosi respiratoria.
Perd per explicar la disminucié de I'activitat quimioluminiscent, també hem de
tenir en compte que ha d’existir un mecanisme regulador de la fagocitosi, ja que
la producci6 en excés de radicals acabara autolesionant els propis leucocits PMN,
i produint el fendment de peroxidacié de les biomolécules que formen el teixit
inflamatori.

Quant al nombre de cel.lules i al volum d’exsudat, el tractament amb Fe-
dextra i amb Dfo tenen efectes contraposats. Mentre que el tractament amb
ferro disminueix ambdds parametres, la Dfo els incrementa.

El tractament amb Fe-dextra, no altera el pés del teixit format, disminueix
I'exsudaci6, el nombre absolut de leucocits i la seva capacitat fagocitica. L’efecte
del tractament amb Fe-dextra sobre les cel.lules es deuria al stress oxidant que
el ferro promou. Van Asbeck i col. (1984) varen demostrar in vitro que els
efectes deleteris del ferro en la funcié fagocitica dels PMN podria ser deguda a
un efecte directe del ferro en la membrana cel.lular, 0 a un efecte indirecte a

I’estimular la producci6 de les espécies reactives d’oxigen (ROS) que danyarien
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els propis PMN. Aquests mecanismes induirien a una reduccié en el nombre de
leucdcits.

Un cop separades les cel.lules del cluster de cél.lules mortes, la viabilitat
cel.lular, ens va indicar una tendéncia a la disminucié quan es va comparar amb
els animals inflamats sense tractament. Cal tenir en compte que s’ha descrit que
les cel.lules poden excloure el blau tripa, perd no funcionar metabolicament.

L’estudi de la distribuci6 dels leucocits ens indica el mateix procés que als
animals inflamats sense tractament: [linfiltrat inicial estda compost
predominantment per PMN, que van essent reemplagats per monocits, indicant
un canvi de la fase aguda a la fase cronica de la inflamaci6, de manera que el
tractament amb Fe-dextra afecta per igual a tots els tipus cel.lulars. La capacitat
de produ'fr ROS esta disminuida el dia 1 de la inducci6. L’admistracié de Fe-
dextra es va realitzar al mateix temps que la injeccié de carragenina, de manera
que el ferro estimularia a les primeres cél.lules que s’infiltrarien al lloc inflamat
a la producci6 de ROS, especialment el radical superdxid, que alliberat a
I'exsudat en preséncia del ferro i de H,;0,, donaria lloc al radical hidroxil, el qual
lesionaria els propis PMN.

Quan s’administra Dfo des de 3 dies abans de la inducci6 de la inflamacié
i fins al dia anterior al sacrifici, s’observa un descens de la resposta tissular
juntament amb un increment de I'exsudacid i del nombre de leucdcits.

L’efecte de la Dfo sobre el teixit granulomatés pot explicar-se en termes
de deficiencia en ferro: la Dfo, a I'extreure el ferro necessari per a la seva
replicaci6, limita la proliferaci6 dels fibroblasts del teixit granulomatés, ja que
que el ferro és necessari per a la sintesi del DNA al formar part de I'enzim
ribonucledtid reductasa que redueix els ribonucledtids cap els seus corresponents
desoxiribonucledtids. D’altra banda, el ferro €s un important cofactor en la sintesi
de col.lagen a I'estadi de la hidroxilacié de la lisina i de la prolina, per la qual
cosa l'efecte quelant de la Dfo es manifestaria en un menor contingut en
col.lagen en el teixit format.

Els estudis en cultius cel.lulars de fibroblast pulmonars de Hunt i col.
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(1979) mostren que a I'afegir Dfo al medi de cultiu els fibroblast realitzen de
manera incorrecta la sintesi de DNA i redueixen la formaci6 de col.lagen. Altres
treballs més recents (Poot i col., 1989) en fibroblasts epitelials humans, detecten
que quan s’afegeix Dfo al medi de cultiu el creixement cel.lular disminueix, i les
cel.lules s’acumulen en la fase G, del cicle cel.lular, detectant-se moltes cel.lules
hiperploides. La interpretacié d’aquests resultats seria que, si bé el DNA s’havia
pogut replicar, no hi hauria prou ferro pels enzims dels cicles respiratoris i
oxidatius, de manera que cadascuna de les cél.lules filles formades no podria
rebre un lot complert d’enzims, i la incompeténcia funcional d’aquests enzims
proveiria de cert senyal que inhibiria la divisi6 cel.lular. Resultats idéntics han
estat descrits per altres autors en cultius de cél.lules malignes en medis deficients
en ferro (Reddel i col., 1985).

L’increment en el volum de liquid exsudat i en el nombre de leucdcits en
els animals tractats amb Dfo ha estat descrit també per altres autors, en un
model experimental semblant, la inflamaci6 induida per un antigen en la bossa
d’aire (Yoshino i col,, 1984). Aquests autors justifiquen I'increment en el nombre
cellular en termes de que la Dfo, al lligar el ferro que catalitza la reaccié de
Fenton, incrementaria la vida mitja dels leucocits PMN, i, per tant, el seu
nombre. Tanmateix, la vida mitja dels leucocits PMN és molt curta. Aixi, en
liquid sinovial de pacients amb artritis reumatoide, la vida mitja dels leucdcits
PMN neutrofils s’ha estimat en 4 hores (Brown, 1988). La concentraci6 de
leucdcits que es produeix amb aquest tractament podria també estar relacionada
amb un increment en la quantitat d’alguna substancia quimiotactica.

Els propis neutrofils descarreguen els seus granols, que contenen una
proteasa capag de trencar el component C5 del complement en C3a, la forma
activa, que és un potent agent quimiotactic, atraent més neutrofils a la zona i,
per tant, incrementant la resposta inflamatoria de manera exponencial, sino fos
interrompuda. Matzner i col. (1983) varen descriure I'existéncia d’'una proteina
inhibidora de la quimiotaxi dels neutrdfils en el fluid sinovial, que tindria una

activitat primaria cap al C5a. Aquest inhibidor seria probablement secretat pels
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fibroblasts (Matzner i Brzezinski, 1984). Podria ser que la Dfo, en inhibir la
proliferaci6 dels fibroblasts, estigui afectant la sintesi d’aquest inhibidor de la
quimiotaxi? Aix0 ens podria explicar els nostres resultats perd, sens dubte,
'estudi dels mediadors inflamatoris ens portara més claus sobre tots els
mecanismes que hi estan implicats.

Malgrat I'increment en el nombre de cel.lules, aquestes sén menys actives.
Els nostres resultats contradiuen els obtinguts per Van Asbeck i col. (1984) en
PMN aillats de sang humana. Aquests autors varen observar que la incubaci6 de
PMN durant 20 hores en preséncia de Dfo incrementava la capacitat de
producci6 de superoxid i la quimioluminiscéncia.

En canvi, les nostres dades anirien en la mateixa linia que els treballs
obtinguts amb deficiéncia en ferro. Aixi, en neutrofils aillats de conills amb
anemia deficient en ferro s’ha descrit una disminuci6 en la produccié de radical
superoxid, mesurada pel test de reduccié del NBT (nitroblautetrazoli) (Celada
i col,, 1979). Aquests resultats i els de Moore i Humbert (1984) suggereixen que
I'activitat de la NADPH oxidasa (enzim que conté ferro) esta reduida. També
estaria afectada per la deficiencia en ferro I'activitat de la mieloperoxidasa
(Mackler i col,, 1984). Ambdos enzims sén indispensables en el procés de
I'explosié respiratoria dels leucocits PMN.

A nivell de I’exsudat inflamatori, el medi on es troben les cél.lules, ’estudi
esdevé interessant per a conéixer els mecanismes propagadors i inhibidors de la
peroxidacid.

Ja hem comentat que els leucdcits PMN sén una font important de ROS
que, alliberats al medi i en preséncia de metalls de transicié (particularment
ferro) produiran, via reaccié de Fenton, el radical hidroxil. Per aquest motiu és
important estudiar la preséncia de ferro en el exsudat. En els nostres resultats
s’observa la preséncia de ferro lligat a cdmplcxes de baix pes molecular (ferro
débilment lligat) i de ferro ferritinic en els exudats d’animals inflamats.

La preséncia de concentracions micromolars de ferro débilment lligat a

compostos de baix pes molecular, va ser demostradada per Gutteridge i col.
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(1981). Aquests autors van exposar que concentracions nanomolars d’aquest
ferro s6n capaces d’iniciar el procés de peroxidacié. Fins al moment no esta clar
quin seria l'origen d’aquests complexes. En el liquid sinovial (Etherington i col.,
1981) s’ha descrit que aquest ferro seria alliberat de la transferrina degut al baix
pH detectat. Aquest no seria el nostre cas, ja que el pH de I'exsudat es manté
proper al valor fisiologic durant tot el procés, ara bé, s’ha descrit que en el
microambient dels fagdcits activats es donaria una disminucié del pH (Halliwell
i col.,, 1985). Pero cal tenir en compte que entre els productes alliberats pels
neutrofils hi ha lactoferrina (Baggiolini i col., 1970) la qual captaria el ferro
alliberat en aquestes condicions. Altres autors (Biemond i col., 1988) suggereixen
que la transferrina del liquid sinovial podria haver perdut la capacitat de fixar el
ferro al ser danyada per les proteases, pels radicals lliures o per altres mediadors
inflamatoris.

El dany tissular, resultant en la mort cel.lular, podria ser la causa de
I'alliberament del ferro lligat a complexes de baix pes molecular del pool 1abil de
ferro intracel.lular (Willson, 1977) aixi com del pool de ferro ferritinic. Malgrat
que es considera la ferritina com una forma segura d’emmagatzemar el ferro,
s’ha observat com el radical superoxid pot mobilitzar el ferro de la ferritina
(Biemond i col., 1984) el qual pot també promoure la formaci6 de OH.

L’administracié de Fe-dextra incrementa la preséncia de ferro débilment
lligat i ferritinic en I'exsudat. El ferro débilment Iligat representa el dia 1 el
0,04% del ferro injectat, i experimenta un gran increment el dia 8. Els valors alts
durant el procés poden ser deguts a una combinacié de diverses causes: un
increment en la mort cel.lﬁ]ar fa que s’alliberi el ferro al medi; aquest contingut
és elevat perque les ceél.lules fagociten el Fe-dextra injectat i, finalment, per la
saturaci6 en ferro de les proteines que 'emmagatzemen.

Els efectes quelants de la Dfo també s’observen en la reduccié del ferro
en I'exsudat i ens poden explicar la potencial activitat antiinflamatoria de la Dfo
descrita per diversos autors (Blake i col., 1983; Mitjavila i col., 1990; Yoshino i

col., 1984). Perd també s’ha descrit que la Dfo actuaria com a scavenger del
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radical superoxid (Blake i col., 1983; Gutteridge i col., 1979; Sinaceur i col., 1984)
i del radical hidroxil (Hoe i col., 1982). Els treballs in vitro de Davies i col. (1987)
demostren que en solucions neutrals la Dfo pot reaccionar amb el superoxid
per a formar radicals lliures de nitrogen, explicant d’aquesta manera el
mecanisme de scavenging sobre el radical superoxid.

En les mostres d’exsudat es va valorar la concentracié de ceruloplasmina.
La seva preséncia s’explicaria per I'activitat antioxidant. D’una banda per la seva
capacitat ferroxidasa (Frieden i Hsieh 1976), a 'oxidar el Fe’* a Fe’* evitaria aixi
que catalitzés la reacci6 de Fenton. D’altra banda s’ha descrit que la
ceruloplasmina tindria una lleugera activitat SOD, actuant com a scavenger
extracel.lular (Goldstein i col., 1979). La concentracié de ceruloplasmina en el
fluid sinovial de pacients amb artritis reumatoide és alta (Biemond i col., 1984)
i s’ha observat que la seva extraccié produeix un 70% de pérdua de proteccid
contra les reaccions amb radicals oxigenats. La concentracié de ceruloplasmina
en I’exsudat dels animals tractats amb Dfo esta disminuida, probablement perque
aquest grup necessita menys proteccio.

Un altre parametre valorat en I’exsudat ha estat la concentracié de la
PGE,. La implicaci6 de les prostaglandines com a mediadors de certes fases de
la inflamaci6 fou descrita després d’observar la preséncia de PGE, en exsudats
inflamatoris (Willis, 1970) i al descobrir que els antiinflamatoris no esteroidals
inhibien la formaci6 de prostaglandines a partir del acid araquidonic, a I'inhibir
la via de la cicloxigenasa (Lewis, 1983). Aquesta inhibici6 reduia la vasodilatacid,
edema i dolor de la inflamaci6. En el nostre model inflamatori, ja varem
observar (Mitjavila i col., 1990) que el tractament amb indometacina disminuia
els nivells de PGE, en I'exsudat.

En les nostres dades s’observa una concentracié maxima de PGE, a I'inici
de la inflamaci6, que va decreixent, Sedgwick i Lees (1986) varen descriure que
la concentracié dels eicosanoides en I'exsudat era maxima a les 6 hores de la
injecci6 de carragenina. La mateixa tendéncia s’observa en el tractament amb

Fe-dextra i amb Dfo. La preséncia d’aquesta prostaglandina en I'exsudat es deu
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a la sintesi d’aquest i altres eicosanoides pels PMN i macrofags durant la
inflamaci6 (Mathieu i col., 1990).

La relaci6 de la PGE, amb altres mediadors inflamatoris, particularmet
amb els radicals lliures, ha estat molt estudiada. Mentre que s’ha descrit (Egan
i col., 1976) que els ROS es formen durant el metabolisme de I’acid araquidonic
per la via de la cicloxigenasa, també s’ha demostrat que I'activitat d’aquest enzim
és amplificada pels lipoperoxids formats pel stress oxidatiu produit pels radicals
als lipids (Hemler i Lands, 1980).

Malgrat la seva implicaci6 en la propagacid del dany tissular, també s’ha
descrit que la PGE, podria actuar com a agent antiinflamatori, ja que inhibeix
la formaci6 de granulomes en el model del cotton pellet en rates (Bonta i
Parnham, 1978). Aquestes dades han portat a Lewis (1983) ha suggerir un paper
regulador de la resposta cel.lular immune per a la PGE,.

Altres mediadors del procés inflamatori estant actualment essent estudiats
per diversos autors. Entre aquests, Konijn i Hershko (1989) proposen un paper
central per a les limfocines, especialment la IL-1, alliberada pels mondcits

activats, en la modulacié del procés inflamatori.

A la vista dels resultats se’ns planteja la qiliestié de quin seria el significat
fisiologic d’aquesta hipoferrémia. Weinberg (1986) ha suggerit que la
hipoferrémia pot representar un mecanisme defensiu contra les c&l.lules malignes
o els organismes invasors, al privar-los del ferro necessari per a la seva
replicacié. Ara bé, si el ferro €s necessari per a la replicacié de les cel.lules
malignes, també ho és per a les cél.lules en estat normal, especialment per a la
proliferacié dels limfocits (Brock, 1989). Per aquest motiu s’ha descrit una
implicacié considerable entre el ferro i la funcié cel.lular immune. Aixi, mentre
que alguns autors (Weinberg, 1984; 1990) han introduit el terme immunitat
nutricional, altres consideren que la deficiencia en ferro contribueix a la
susceptibilitat a les infeccions (Brock, 1989).

Perd també cal tenir en compte que la implicaci6 del ferro en la formacié
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de ROS que promouen el dany oxidatiu, fa que 'emmagatzematge del ferro en
proteines on aquest sigui poc mobilitzable es pugui considerar bioldgicament
avantatjés (Halliwell i Gutteridge, 1989). Els ROS tenen un paper important en
molts processos fisiologics, pero si els mecanismes de control s6n defectius o bé
es dona un increment en la seva producci6, com s’ha descrit en els processos
inflamatoris, s’iniciara I'atac a les biomolécules. Un lloc preferent per a I'oxidacié
per part dels ROS son els lipids de les membranes cel.lulars, fendmen conegut

com a lipoperoxidaci6.
3.- Efectes d’una dieta deficient en AGPI sobre la lipoperoxidacio.

La manipulaci6 del contingut en lipids de la dieta ha esdevingut un tema
clau per a nutricionistes i fisidlegs interessats en buscar un substracte lipidic que
modifiqui I'estat de la inflamaci6 aixi com d’altres moltes patologies.

Es poc habitual que un tipus d’aliment pugui tenir un impacte en el
desenvolupament de certes malalties, perd aixo és el que s’ha observat en el cas
dels lipids, a partir dels estudis epidemiologics en poblacions d’esquimals, on s’ha
observat una relaci6 entre I'elevat consum d’oli de peix i la baixa incidéncia de
malaties coronaries (Bang i col.,, 1976). Els efectes atribuits a I'oli de peix es
deuen probablement al seu alt contingut en AGPI del tipus n-3, els quals han
estat descrits com a hipocolesterolémics.

Els acids grassos (AG) s6n components fonamentals dels lipids complexes
i llur estructura esta formada per una cadena hidrocarbonada que pot ser
saturada o amb un doble enlla¢ (monosaturada) o més d’un doble enllag
(poliinsaturada). La longitud de la cadena i la posici6 i el nombre de dobles
enllagos els confereix llur especificitat. Segons la posici6 del doble enllag relativa
al carboni terminal distal es classifiquen en AG n-9 (com el monoinsaturat oleic),
n-6 (com el linoleic) o n-3 (com I'a-linolénic). Els AGPI n-6 s6n predominants
en la dieta de tipus occidental, mentre que l'oli de peix és ric en AGPI n-3.

La relacié molar dels diferents tipus de lipids en una membrana es troba
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determinada genéticament i no pot ser alterada per la dieta. Tanmateix els AG
components dels lipids individuals no sén fixes i varien amb I’estat de nutrici6 i
la temperatura ambient. Aixi s’ha observat com les baixes temperatures
indueixen a la conversi6 d’AG saturats en insaturats, constituint aixi un
mecanisme d’adaptacié que permet mantenir el punt de fusi6 del conjunt de
lipids cel.lulars per sota de la temperatura ambient, ja que els AG insaturats
tenen punts de fusi6 més baixos que els saturats.

Els primers treballs sobre com la composicié dels AG de la dieta
influenciava la composici6 en AG de les membranes cellulars es varen fer
estudiant la composicié de les membranes dels eritrocits (Walker i Kummerov,
1963). Diversos estudis mostren com el tipus d’AG de la dieta influencia la
composicié en AG de les membranes de les cel.lules i dels organols (Tahin i col.,
1981) i com aquests canvis son reversibles.

En diversos models inflamatoris s’ha utilitzat la manipulacié del contingut
en AGPI de la dieta com a possible mecanisme antiinflamatori.

Una estrategia ha estat administrar un suplement en AGPI del tipus n-3,
tant en models inflamatoris experimentals (Leslie i col.,, 1985; McColl i col.,,
1987) com en estudis clinics (Kremer i col,, 1985; 1987). L’efecte protectiu
d’aquest tipus de dieta es deuria a que els AG s’incorporen en els lipids segons
l'ordre de preferéncia n-3 > n-6 > n-9. Els AGPI del tipus n-6 donen lloc a
I’acid araquidonic, el qual és precursor de les prostaglandines de la série 2 i dels
leucotriens de la série 4, ambdds moduladors de la inflamacié. En canvi, els
AGPI del tipus n-3 donen lloc a l'acid eicosapentanoic, precursor de les
prostaglandines de la série 3 i dels leucotriens de la série 5, coneguts per la seva
menor activitat (Kinsella i col.,, 1989; Wan i col., 1989).

La segona estratégia consisteix en administrar una dieta deficient en AGPI
essencials (Bonta i col.,, 1976; 1978; Yoshino i Ellis, 1987). Els AGPI essencials
sén T'acid linoleic (18:2 n-6) i el linoleénic (18:3 n-3). Quan les rates sén
alimentades amb una dieta deficient en AGPI essencials els precursors de les

prostaglandines presents en els fosfolipids de les membranes cel.lulars sén
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substituits per I'acid 5,8,11-eicosatrienoic, acid que no és un substracte apte per
la cicloxigenasa, amb la qual cosa aquests animals no poden produir
prostaglandines en el lloc de la inflamacié. Els resultats de Bonta i col. (1976)
varen portar a considerar els animals alimentats amb una dieta deficient en
AGPI essencials com un bon model per a estudiar les funcions de les
prostaglandines endogenes en certs models inflamatoris. Els treballs de Denko
(1976) mostren com rates Sprague Dawley alimentades amb una dieta deficient
en AGPI essencials desenvolupaven una artritis per adjuvant més lleu que els
animals alimentats amb una dieta standard. En I’edema induit per carragenina
(Bonta i col., 1976) s’observa com la dieta deficient en AGPI essencials comporta
una disminuci6 dels parametres inflamatoris. L’administracié d’antiinflamatoris
no esteroidals, com la indometacina, no disminueix els valors ja baixos de
prostaglandines trobats en els animals inflamats alimentats amb una dieta
deficient en AGPI essencials. Aixd confirma que la deficiéncia en AGPI
essencials modula la inflamacié a I'inhibir la formaci6 dels precursors d’aquests
eicosanoides.

La dieta que hem utilitzat substitueix els AG d’una dieta standard, que
conté els requeriments en AGPI essencials, per un AG saturat, el palmitic (16:0).
A partir del palmitic es poden formar AG de cadena més llarga, mitjangant
reaccions d’elongacid, catalitzades per enzims situats a la cara citosOlica de la
membrana del reticle endoplasmatic. Aquestes elongacions es porten a terme
afegint fragments de dos carbonis a I'extrem carboxilic de I'acid palmitic, o de
’AG corresponent, tant saturat com insaturat. L’acid palmitic és també el
precursor de I'acid palmitoleic (16:1). Aquesta reaccio es porta a terme per accié
de la monoxigenasa situada al reticle endoplasmatic del fetge i del teixit adipés.
Els mamifers no tenen enzims capagos d’introduir dobles enllagos a partir del
nové atom de carboni de la cadena, de manera que a partir de la dieta
administrada no podran sintetitzar els AGPI essencials i tots els seus derivats.

L’aventatge d’utilitzar una dieta deficient en AGPI, o dieta saturada, és

que provoquem una deficiéncia en AGPI essencials conjuntament amb una
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membranes cel.lulars.

No obstant no s’observen canvis en un altre indicador de la peroxidaci6
com é€s la concentraci6 de MDA en plasma. Aquest és un producte final de la
lipoperoxidacié6 de les membranes. Esperariem que una disminucié de la
preseéncia de dobles enllagos en els lipids de les membranes cel.lulars es reflexés
en una menor producci6 de lipoperoxids i, per tant, de MDA. Concordants amb
els nostres resultats sén els treballs de Lynch i Strain (1989). Aquests autors
varen mesurar la preséncia de MDA hepatic a animals sotmesos a dietes
saturades o poliinsaturades. En els animals alimentats amb una dieta rica en AG
saturats, incrementava el ferro hepatic i I'activitat de I'enzim xantina oxidasa,
amb la qual cosa s’esperaria que aquests dos factors induisin un increment de la
lipoperoxidacié. Perd no varen observar diferéncies en la produccié de MDA.
Possiblement doncs, estem davant de dos factors amb efectes contraposats:
mentre que els AG saturats son menys susceptibles que els AGPI al dany
oxidatiu, ’administracié d’una dieta saturada indueix a un increment en I'activitat
de la xantina oxidasa, una de les principals fonts intracel.lulars de produccié de
radical superoxid (McCord, 1985).

4.- Efectes d’una dieta deficient en AGPI sobre els nivells de ferro en

Porganisme.

Tot i que diversos autors han estudiat els canvis locals produits durant la
inflamaci6 per la deficiéncia en AGPI essencials, no s’ha determinat si aquesta
deficiencia podria afectar altres parametres sistémics de la inflamaci6. En els
nostres treballs hem estudiat 'andmala redistribucié del ferro que es produeix
durant la inflamacio. _

La dieta deficient en AGPI produeix un increment de les reserves de
ferro, emmagatzemat sobretot com a ferro ferritinic que representa el 14% als
animals alimentats amb la dieta control i el 32% als animals deficients en AGPI.

Quan s’indueix un procés inflamatori, el qual dona lloc a un increment en les
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reserves de ferro, als animals alimentats amb la dieta deficient aquest increment
€s més accentuat i es manifesta en un increment en la fraccié6 emmagatzemada
com a hemosiderina. En la dieta deficient aquest ferro pot ser mobilitzat, de
manera que incrementa el ferro plasmatic i la concentracié d’hemoglobina,
suggerint que aquesta dieta podria estar actuant com un sistema tamponador
dels efectes de I'anémia de la inflamaci6, encara que caldrien més estudis per tal
de clarificar aquesta situaci6.

La interrelaci6 entre els lipids de la dieta i el metabolisme del ferro ha
estat observada en diversos casos. Van Dokkum i col. (1983) varen descriure que
un increment en el consum d’acid linoleic en humans (18:2 n-6) causava una
reducci6 en el balang de ferro. En la situaci6 contraria, les dietes riques en AG
saturats (Lynch i Strain, 1989) donen lloc a un increment en el ferro hepatic.

Els factors que afecten la disponibilitat del ferro de la dieta per a
I'absorci6 han estat molt estudiats (Turnbull, 1974). A part de I'estat fisiologic de
I'organisme que consumeix el ferro, altres components de la dieta influencien la
seva absorcid. L'efecte dels factors micronutrients, com altres minerals, acid
ascorbic i els fitats en I'absorci6 intestinal de ferro s’han estudiat en detall
(Hallberg, 1981), perd les influéncies del macronutrients com proteines, lipids i
carbohidrats ha estat menys definida. Els treballs de Bowering i col. (1977)
mostren que a I'incrementar el nivell de greixos de la dieta i canviar-lo per una
dieta més saturada, incrementa I’absorcid intestinal de ferro en rates. Aixi mateix
s’ha observat que el desenvolupament de la deficiéncia en ferro en rates és
promoguda per I'administracié d’una dieta rica en lipids insaturats (Rao i col.,
1983) i retardada per una dieta amb lipids saturats (Rao i col., 1980).

La interacci6 entre el consum de lipids i I'absorci6 intestinal de ferro
heminic 0 no heminic en rates va ser estudiada per Johnson i col. (1987).
Aquests autors varen observar que les dietes amb un alt contingut en lipids
augmentaven I'absorci6 intestinal del ferro en les seves dues formes, heminic i
no heminic, en rates. Quan els nivells de ferro en la dieta eren baixos (10 ppm)

els animals amb una dieta rica en lipids amb AG saturats incrementaven
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I'absorci6 intestinal de ferro, mentre que una dieta rica en AGPI donava uns
index d’absorci6 intestinal de ferro menors i un menor status de ferro en
I'animal. El mecanisme pel qual els lipids de la dieta poden afectar I'absorcié de
ferro no estd gens clar. S’ha suggerit que els lipids es saponificarien formant
compostos de ferro insolubles a I'intesti, fent que el ferro no pogués ser absorbit
facilment. Tanmateix Johnson i col. (1987) varen observar que els lipids saturats
es saponifiquen més facilment que els insaturats, de manera que de ser aixi
hauriem de trobar resultats contraris als observats per nosaltres i altres autors
(Lynch i Strain, 1989; Johnson i col., 1987).

Concomitant a l'increment de ferro hepatic Lynch i Strain (1989)
descriuen també un increment en el coure hepatic en rates alimentades amb
lipids saturats. Aix0 ens explicaria I'increment de la ceruloplasmina en la dieta
deficient en AGPL Durant la inflamaci6 es produeix un increment de la
ceruloplasmina degut a que es una proteina de fase aguda (Rice, 1961). Segons
Samokyszyn i col. (1991) la ceruloplasmina inhibeix la lipoperoxidacié al
reincorporar el ferro a la ferritina per la seva activitat ferroxidasa. Mentre que
en els grups inflamats la concentraci6 de ceruloplasmina esta incrementada,
aquest augment és molt més marcat en els animals alimentats amb la dieta
deficient, produint-se doncs, un efecte sinérgic entre I'increment en la sintesi de
ceruloplasmina com a proteina de fase aguda durant la inflamacié i com a

resposta a I'augment de coure hepatic.

Els maxims nivells de lipoperoxidaci6 els trobem en els animals tractats
amb Fe-dextra. La dieta deficient en aquests animals baixa els signes inflamatoris
en alguns parametres, de manera que disminueix la producci6 d’eta, i la
preséncia de PGE, i de MDA en plasma, mentre ciue augmenten les reserves de
ferro i aquest és poc mobilitzable per a la sintesi d’hemoglobina.

El paper de la deficiéncia en ferro es va estudiar amb I'administracié de
Dfo. S’observa en la disminuci6 dels nivells de MDA i PGE, en plasma, i en I'eta

expirat. Quan els animals han estat sotmesos a una dieta deficient en AGPI els
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valors de lipoperoxidacio estan encara més disminuits, suggerint que actuen sobre
mediadors diferents. El paper antiinflamatori de la Dfo es relaciona amb

la seva capacitat de quelar el ferro, mentre que la dieta deficient en AGPI
actuaria mitjangant la incorporacié d’AG saturats a les membranes cel.lulars i
inhibint la formaci6 d’eicosanoides. L’efecte quelant de la Dfo també s’observa
a nivell de les reserves, mobilitzant sobretot el ferro emmagatzemat en la fraccié

ferritinica.

L’administracié d’una dieta deficient en AGPI ha produit en el nostre
model inflamatori una disminucié d’alguns dels parametres relacionats amb la
inflamaci6. Quan els animals s6n alimentats amb una dieta amb lipids rics en
AGPI lactivitat de la SOD incrementa, comparada amb els animals alimentats
amb una dieta rica en AG monoinsaturats (Davies i col., 1990), suggerint que les
primeres estan més exposades al dany oxidatiu. Aquestes observacions i les de
que una dieta deficient en AGPI essencials disminueix el precursor dels
eicosanoides que actuen de mediadors inflamatoris, ens farien esperar un paper
protector de les dietes deficients en AGPI en les malalties inflamatories.
Tanmateix, la dieta deficient en AGPI indueix un increment en les reserves de
ferro en la seva forma més facilment mobilitzable, ferro ferritinic, de manera que
un balang de ferro incrementat accelerara els processos oxidatius.

L’efecte positiu en els nivells de ferro en 'organisme produits per una
dieta saturada permeten especular en els efectes que els consells dietetics actuals
poden tenir sobre la poblacié occidental. Les recomenacions actuals sén que s’ha
de reduir el percentatge d’energia obtinguda a partir dels greixos i reduir el
consum dels lipids saturats (U.S. Department of Agriculture and Health,
Education and Welfare, 1980). Si els efectes observats en aquests estudis sén
extrapolables als humans, aquestes recomenacions podrien afectar de manera

indirecte els nivells de ferro en aquestes poblacions.
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1.- L’administracié de sali al dors de les rates no produeix exsudacié ni formaci6
de granuloma, posant de manifest que s’ha treballat en les maximes condicions

d’esterilitat i considerant aquest com a grup control.

2.- A 1 dia de la inducci6 de la inflamaci6 s’observa ja hipoferrémia, al disminuir
el ferro plasmatic i la saturacié de la transferrina. Aquests simptomes es

manifesten també el dia 8 de la induccid.

3.- La inflamaci6 produeix a una lleugera anemia que es manifesta als 6 dies de
la inducci6é amb valors baixos d’hemoglobina i hematocrit. Aixd coincideix amb
el maxim desenvolupament de la inflamaci6 avaluada pel pes del teixit aixi com

del volum d’exsudat.

4.- Durant el desenvolupament del procés inflamatori s’observa un increment del

ferro de reserva. Al fetge aquest ferro s’incorpora inicialment en el pool labil i

seria captat per la ferritina, fins a representar un maxim el dia 6 de la inflamaci6.

A la melsa el ferro s’emmagatzexi;r;fi;‘-preferentment com a ferro hemosiderinic.
S

5.- S’observa un increment de la ceruloplasmina plasmatica alhora que es

desenvolupa el procés inflamatori, amb una maxima concentracio els dies 4 i 6,

i que pot estar relacionat amb la capacitat ferroxidasa d’aquesta proteina.

6.- El nombre absolut de leucdcits en I'exsudat es manté durant tot el procés,
aixi com el seu percentatge de viabilitat. A I'inici de la inflamacié predominen
els leucdcits PMN (81%) i als 6 dies el seu percentatge disminueix (50%) per a

incrementar-se el percentatge de mondcits (39%).

7.- L’activitat fagocitica dels leucdcits estimulats amb zymosan opsonitzat,
mesurada per quimioluminiscéncia ampliada pel luminol, disminueix amb el

desenvolupament del procés inflamatori.
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8.- A nivell de I'exsudat inflamatori hem observat la preséncia de ceruloplasmina,
les concentracions de la qual sén maximes a 1 dia de la inducci6 i minimes el dia

6, aixi com la concentraci6 de PGE,, que també disminueix amb el temps.

9.- En I'exsudat inflamatori s’han detectat concentracions nM de ferro débilment
lligat a complexes de baix pes molecular, aquest ferro podria ser responsable de
la catalitzaci6 de la reaccié de Fenton. Aquestes concentracions sén maximes el
dia 1 de la inflamaci6 i indetectables els dies 6 i 8. També s’ha valorat el ferro
ferritinic, amb una concentracié maxima el dia 2 de la induccié. Aquest pot

provenir de la lisi dels leucocits de I'exsudat.

10.- L’administracié de Fe-dextra a la cavitat del granuloma produeix un
increment del ferro hemosiderinic en fetge. Aquest ferro no és mobilitzable ja
que es mantenen la hipoferrémia i els simptomes de 'anémia poc greu. No
obstant, a partir del dia 8 s’observa una tendéncia a disminuir el ferro de reserva

i a incrementar el ferro circulant.

11.- El tractament amb Fe-dextra no varia la resposta tissular perd disminueix
la resposta exsudativa i el nombre absolut de leucocits, probablement degut a un
increment del stress oxidant. El ferro afecta per igual a tots els tipus cel.lulars,

pero l'activitat fagocitica d’aquestes cel.lules esta molt disminuida.

12.- Els nivells de ferro en I'exsudat estan molt incrementats, tant pel que fa al
ferro débilment lligat, com al ferro ferritinic. Aquests nivells sén maxims el dia
1, disminueixen amb el temps, perd s’observa una resposta incrementada el dia
8. Aquest ferro seria responsable de I'increment del stress oxidant, accelerant la

mort de les cél.lules i afectant llur capacitat fagocitica.

13.- La fracci6 de ferro quelada per la Dfo constitueix el pool labil i el ferro
ferritinic del fetge, ja que el ferro emmagatzemat com a hemosiderina no pot ser

captat per la Dfo. La mobilitzacié del ferro que produeix la Dfo fa que aquest
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pugui ser captat per I'apotransferrina circulant, de manera que a I'inici del
tractament s’observa un restabliment dels parametres hematics relacionats amb

el metabolisme del ferro.

14.- La Dfo déna lloc a una disminucié en la resposta tissular juntament amb un
increment de I'exsudaci6 i del nombre de leucdcits que és deu vegades superior
al nombre de leucdcits del grup inflamat els dies 4 i 6, incrementant sobretot
'acimul de leucocits PMN. L’activitat fagocitica d’aquestes cél.lules és menor

que la del grup inflamat.

15.- L’activitat quelant de la Dfo s’observa també a nivell de I'exsudat, ja que la
concentraci6 de ferro debilment lligat i de ferro ferritinic esta disminuida. També
esta disminuida la concentracid de ceruloplasmina, probablement degut a que

menys proteccié antioxidant és necessaria.

16.- El significat fisiologic de la retencié de ferro als Organs de reserva que es
produeix durant la inflamacid pot estar relacionat amb limitar la disponibilitat
de ferro per a la replicaci6 bacteriana i/o amb disminuir el ferro que intervé en
la catalitzaci6 de la reacci6 de Fenton, els productes de la qual s6n responsables

de la peroxidaci6 de les molécules bioldgiques.

17.- La manipulacié del contingut de lipids de la dieta modifica I'estat de la

inflamaci6 al modificar el substracte de lipoperoxidacio.

18.- Una dieta deficient en AGPI mostra una tendéncia a incrementar els
parametres hematics relacionats amb el metabolisme del ferro i d6na lloc a un
augment de ferro hepatic. Aquesta dieta no modifica el nivell basal d’eta expirat

ni de MDA plasmatic, perd disminueix la concentracié plasmatica de PGE,.

19.- En rates alimentades durant 4 mesos amb una dieta deficient en AGPI, la

induccié6 de la inflamacié no provoca la disminucié dels valors hematics
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relacionats amb el metabolisme del ferro quan es compara amb els animals
alimentats amb una dieta lipidica control, alhora que es mantenen altes les
reserves hepatiques d’aquest element. S’observa també que la concentracié de

ceruloplasmina plasmatica esta incrementada.

20.- La inflamaci6 d6na lloc a una resposta tissular i a la formacié de ROS. La
lipoperoxidacid, resultat de I'atac dels ROS als lipids, s’ha valorat pels nivells de
MDA plasmatic i per 'eta expirat. L’administracié de Fe-dextra a la cavitat del
granuloma déna lloc a un increment de la lipoperoxidaci6, mentre que
'administraci6 de Dfo no modifica el nivell d’eta expirat, perd si disminueix la

concentracié de MDA plasmatic.

21.- En rates inflamades, alimentades amb una dieta deficient en AGPI
disminueix la resposta tissular inflamatoria i la lipoperoxidacid, com es manifesta
en el manteniment dels nivells basals d’eta expirat. La disminucié de la
lipoperoxidaci6 s’observa també en rates tractades amb Fe-dextra o amb Dfo,

que, a més, presenten uns nivells disminuits de MDA plasmatic.
22.- Els nostres resultats posen de manifest les complexes interrelacions entre el

metabolisme del ferro i la propagacié del stress oxidatiu i com aquest pot ser

modificat pel contingut en AGPI de la dieta.
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