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RESUMEN

El Fe y algunas de sus aleaciones han sido propuestos para la manufactura de stents temporales por ser
susceptibles a la corrosion en medios bioldgicos. Su degradabilidad podria evitar los problemas asociados
al uso de stents permanentes, aunque la liberacion de iones Y particulas durante su disolucién pueden
ocasionar estrés oxidativo e inflamacion en los tejidos aledarios. En el presente trabajo se evaluaron los
efectos de los iones Fe’* y Fe’* y los cambios de PH sobre cultivos de células CHO-KI. Para ello se
expusieron las células a distintas concentraciones de iones Fe (1 -5 mM) y se analizaron la actividad
mitocondrial y la generacion de productos de estrés oxidativo. Los resultados indican que el aumento en la
concentracion de iones Fe (y los cambios de pH asociados) en la interfase Fe/medio bioldgico, podrian
afectar marcadamente la viabilidad de células aledarias.
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ABSTRACT

Fe and some of its alloys have been proposed for the manufacture of temporary stents because they are
susceptible to corrosion in biological media. Due to their degradability some problems associated to the
permanent stents may be avoided. However, the release of ions and particles during dissolution may cause
oxidative stress and inflammation in the tissues in contact with the implant. In this paper, the effects of the
release of Fe** and Fe’* and PH changes on cultures of CHO-KI cells are evaluated. For this purpose the
cells were exposed to various concentrations of Fe ions (1- 5 mM ) and mitochondrial activity and generation
of oxidative stress products were assessed. Results indicate that changes in the concentration of ions
(including pH changes) occurring at the interface of Fe/ biological medium during the degradation of Fe
may markedly affect the viability of neighboring cells.

1. INTRODUCCION

En la dltima década, el estudio de biomateriales degradables s¢ ha vuelto uno de los tépicos mds
revolucionarios en el drea de los biomateriales. Los denominados stents biodegradables proporcionarian un
soporte para la apertura temporal de la luz del vaso arterial hasta la remodelacién del tejido con la posterior
desaparici6n gradual del stent. La degradabilidad evitarfa los problemas que presentan los stents permanentes
tradicionales: la restenosis [1, 2], la trombosis [3,4] y la necesidad de terapia antiplaquetaria prolongada [5].




Un stent biodegradable ideal deberia iniciar su degradacion a baja velocidad a fin de mantener la
integridad mecénica necesaria durante el proceso de remodelacién tisular. La remodelacién del tejido
necesita un periodo estimado de 6 a 12 meses [6,7]. Mientras la integridad mec4nica disminuye, el proceso
de degradacion deberfa producirse a una velocidad suficiente sin causar excesiva acumulacion de productos
de degradaci6n en la zona aledafia al sitio de implantacién. Se considera que un perfodo de 12 a 24 meses
luego de la implantacién es razonable para lograr la degradacion total del stent. Ambos efectos (degradacién
y mantenimiento de integridad mecdnica) dependen de las caracteristicas del biomaterial y de las condiciones
del sitio de implantacién. Consecuentemente, es necesario estudiar en profundidad la interaccién de los
tejidos aledafios al implante con los productos de degradacién del mismo [8]. Debe tenerse en cuenta que la
concentracién de los iones y particulas generados durante la degradacién y el pH pueden variar con la
distancia y con el tiempo de exposicién.

El conocimiento de los mecanismos de transporte, absorcion y almacenamiento de Fe hace que este
metal y sus aleaciones sean buenos candidatos para su aplicacién como biomateriales degradables,
especialmente en nifios en etapa de crecimiento. La cantidad de Fe implantado en un stent (41 mg, 99,8 %)
iguala la cantidad de Fe ingerida oralmente en un mes: esto es menos que la dosis diaria recomendada de Fe-
dextrén intravenoso y mucho menos que la cantidad de Fe transfundido con una unidad de sangre (200-250
mg). Por lo tanto, en principio, la biocompatibilidad del Fe puede asumirse como buena Y, por otra parte, sus
propiedades mecénicas son comparables a las aleaciones metdlicas utilizadas en implantes cardiovasculares
permanentes [9].

El Fe es un componente importante de proteinas tales como hemoglobina, mioglobina, citocromo,
participa del intercambio de oxigeno y diéxido de carbono y promueve el transporte de lipidos en la sangre
[10, 11]. Sin embargo, el exceso de iones Fe libres implica efectos t6xicos como catalisis de la formacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégeno (RNS) [12] y también constituye un nutriente necesario
para microorganismos patégenos y células tumorales [13]. Los ROS pueden causar peroxidacién lipidica,
cambios en la composicién y fluidez de membrana celular y alteracién en proteinas y ADN [14]. Un
aumento en los niveles intracelulares de Fe libre afecta el balance normal entre ROS-antioxidantes. Por este
motivo y, dado a que la concentracién de iones Fe puede alcanzar altos valores en la interfaz biomaterial-
tejidos aledafios, es importante estudiar los posibles efectos citotéxicos de los productos de degradacién de
los biomateriales a base de Fe, particularmente el de los jones Fe?* y Fe**. El objetivo de este trabajo es
evaluar los posibles efectos citotéxico y de induccién de dafio oxidativo producidos por estos iones y por el
cambio del pH sobre la linea celular CHO-K1.

2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL / METODOLOGIA
2.1. Cultivos celulares

Las células de linea CHO-K1 se cultivaron en monocapa a 37°C con 5% de CO, utilizando medio de
cultivo completo constituido por Ham F12 suplementado con 10 % de suero fetal bovino y antibidticos
(Penicilina 50 UI/ml, Estreptomicina 50 ig/ml).

Para el andlisis del efecto de los iones Fe + pH, el medio de cultivo fue reemplazado por medio
suplementado con los iones (Fe** o Fe®*). Estas soluciones se prepararon en medio de cultivo a partir de sales
(FeSO,.7H,0 y FeCl,, respectivamente en concentraciones que fueron de 1 a 5 mM). Para promover la
disolucién de la sal de Fe** se utiliz6 medio de cultivo a pH < 7 con el que se preparé una solucién
concentrada [2X]. La dilucién de trabajo [X] se prepar6 adicionando a la solucién de Fe*? igual volumen de
medio de cultivo con pH~ 9 antes de su incorporacién al cultivo celular. El pH de cada solucién se determiné
previamente a la incubacién de las células. En el caso de las soluciones de Fe**, las mismas se prepararon
con medio de cultivo normal (pH= 8,4) y también se determiné el pH de cada solucién antes de la
incubacién.

Para el andlisis del efecto exclusivo del pH, se reemplazé el medio de cultivo por uno similar con pH
modificado. Para ello, se ajust6 el pH de los medios de cultivo (con NaOH o H,SO, 0,5 M) a los pHs
correspondientes a las soluciones de los iones Fe.

2.2. Ensayo de citotoxicidad (MTT).

Este ensayo se basa en la reduccién metabélica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa a un compuesto



coloreado de color azul (formazan), permitiendo determinar la funcionalidad mitocondrial de las células
tratadas [15]. .

Para este ensayo se sembraron 1,5.10° células CHO-K1/pozo en una placa de 96 pocillos por 24 h.
Posteriormente, el medio de cultivo se reemplazé por medio completo conteniendo ya sea las diferentes
concentraciones de Fe o el pH modificado y en estas condiciones las células se cultivaron por otras 24 h.

Transcurrido el tiempo de exposici6n, el medio de cultivo fue removido para adicionar medio
completo conteniendo MTT (1 mg/mL) (Sigma, St. Louis, MO, USA). Después de 3 h de incubacién, las
células fueron lavadas con PBS. Seguidamente, se adicionaron 100 pL dimetilsulféxido (Merck, Quimica
Argentina SAIC, Argentina) a cada pozo para lisar las células y solubilizar los cristales de formazan. La
absorbancia se midié a A=540 nm en un lector automitico de placas (BioTek Instrument, Inc. USA).

2.3. Determinacion del contenido de sustancias reactivas al 4cido tiobarbitirico (TBARS)

Como consecuencia del estrés oxidativo se generan sustancias reactivas al 4cido tiobarbitdrico
(TBA) como productos de la peroxidacion lipidica. Las mismas se determinan por reaccién con el TBA con
el que se forma un complejo coloreado con un maximo de absorcién a A=532 nm, ensayo conocido como
TBARS [16].

Para la determinacién de TBARS en células expuestas a los iones Fe y a los diferentes pHs se
incubaron 4.10° células en cajas de Petri de 10 cm de didmetro durante 24 h. Transcurrido este tiempo, los
cultivos celulares se incubaron durante 24 h con medio completo suplementado con los iones Fe 0 con medio
con el pH modificado. Una vez concluido el periodo de incubacién se descarté el medio sobrenadante y
seguidamente se lavaron las células con PBS y con tripsina. La suspensién celular se transfiri6 a tubos
Eppendorf para centrifugar. Se descart6 el sobrenadante y se le adiciond Tritén al 10 %. Las muestras se
dejaron 24 h a 4°C, tras lo cual se sonicaron para favorecer la disgregacion celular. Alicuotas de 150 il de
estos homogenatos se mezclaron con 200 l de 4cido tricloroacético (TCA, 15%) y 1000 ul de TBA (0,67%)
y se incubaron a 80 °C durante una hora. El complejo coloreado se extrajo con 500 pl de butanol y se midié
la absorbancia de esta fase a A=532 nm en un lector de placas (BioTek Instrument, Inc. USA). Como
sustancia patrén para confeccionar la curva de calibracién se utilizé tetrametoxipropano. Para fines
comparativos se normaliz6 la produccién de TBARS dividiendo la concentracién obtenida por el contenido
total de proteinas.

2.4. Determinacién del contenido de proteinas totales

Para determinar la concentracion de protefnas totales se empled, segin el método de Bradford, un
colorante hidrofébico (Azul de Coomassie) cuyas disoluciones acuosas en presencia de 4dcido fosférico
tienen un color pardo y que, al encontrarse en el entorno hidrofébico del interior de una proteina, origina un
color azul intenso que se puede medir a A=595 nm [17].

Del homogeneizado de células obtenido en el paso anterior se preparé una dilucién 1/10. 25 pl de
esta dilucién se mezclaron con 25 pl de agua y 950 pul de reactivo de Bradford y se midi6 la absorbancia a
A=595 nm en lector de placas (BioTek Instrument, Inc. USA). Para construir la curva de calibracién se
utiliz6 una solucién de albiimina bovina (1 mg/ml).

3. RESULTADOS

Al preparar los medios de cultivo suplementados con sales de iones Fe**y Fe™, el pH de los mismos
disminuy6é conforme aument6 la concentracién de iones Fe (Fig. 1). A cada concentracién, ambas sales
produjeron pHs similares al momento de la incubacién, excepto a la mdxima concentracién (5 mM), en la
que la sal de Fe** produjo una caida del pH significativamente mds abrupta que el Fe®*. Se debe tener en
cuenta que para la preparacién de los medios de cultivo suplementados con Fe?* fue necesario disolver la sal
ferrosa (FeSO,.7H,0) en medio de cultivo con pH < 7, es decir, mds bajo que el pH del medio control (pH=
8,4) para asegurar su disolucién. Por esta razén, inmediatamente antes de ser agregado a las células, se le
adiciondé un volumen igual de medio de cultivo alcalinizado a fin de que el pH final sea comparable al
obtenido en el caso del i6n Fe*. En los medios suplementados con Fe®* se observé la aparicién de
precipitados presuntamente correspondientes a Fe(OH); ausentes en el caso de Fe**.
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Figura 1. pHs de las soluciones de iones Fe al momento de la incubacién. Cada barra
representa el promedio de al menos 3 ensayos + EEM, cuyos valores se indican entre paréntesis
(%; EEM). (**) indica diferencias estadisticamente significativas entre pares cuando las
diferencias entre medias se analizaron con el procedimiento de comparacién miltiple de
Bonferroni con 99% de confianza.

3.1 Citotoxicidad de sales de Fe** y Fe**

Dado los cambios de pH producidos por las diferentes concentraciones de sales de Fe, fue necesario
estudiar paralelamente la influencia que el pH posee por si mismo sobre la funcionalidad mitocondrial. Para
ello, se prepararon medios de cultivo con diferentes concentraciones de sales de Fe (Fig. 2, barras lisas) y
también, medios con el pH ajustado a los valores obtenidos a cada concentracién de sales de Fe (Fig. 2,
barras rayadas). El efecto de estos medios sobre las células se evalué mediante la técnica de MTT. En este
ensayo se observa que en todos los casos (pH y pH+Fe™) (Fig 2A) hay disminucién de la actividad
mitocondrial respecto del control. En el caso de la sal de Fe** a concentraciones 4 y 5 mM, el efecto
deletéreo sobre la funcién mitocondrial es mayor en presencia de Fe que el correspondiente al pH. Esto no se
verifica a concentraciones 1 y 3 mM, por lo que, en estos casos, la disminucién de la actividad mitocondrial
serfa exclusivamente atribuida a la disminucion del pH.

En la Fig. 2B se observa que el efecto de pH+Fe* es mayor que el efecto causado sélo por el pH,
para las concentraciones 3 y 4 mM. A menores concentraciones de Fe (1 y 2 mM) no hay diferencias
estadisticamente significativas con respecto a la respuesta debida sélo al pH.
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Figura 2. Funcionalidad mitocondrial en funcién de la concentracién de Fe y del pH. A)
Fe™* B) Fe*. Los resultados se expresan como porcentaje con respecto al control (0 mM).
Barras lisas corresponden a la respuesta a distintas concentraciones de sales de Fe. Las barras
rayadas corresponden a la respuesta al medio cuyo pH fue ajustado al obtenido a las
correspondientes concentraciones de Fe. Cada barra representa el promedio de al menos 3
ensayos = EEM. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellas columnas
que comparten letras idénticas. El método empleado para discriminar entre las medias es el

procedimiento de comparacién miltiple de Bonferroni con 99% de confianza. (**) indica
diferencias estadisticamente significativas entre pares.

Al compararse la funcién mitocondrial en presencia de sales de Fe?* con la obtenida en presencia de
sales de Fe** (Fig. 3), se observa que a la menor concentracién (1 mM) no existen diferencias significativas
entre las respuestas a ambos iones. Es importante notar que a concentraciones mds altas, el Fe>* presenta un

efecto significativamente (p<0.01) mds deletéreo sobre la funcionalidad mitocondrial que el Fe** en la
mayoria de los casos (2, 3 y 5 mM) (Fig. 3).
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Figura 3. Comparacién de la funcionalidad mitocondrial en presencia de Fe** o Fe**, Los
resultados se expresan como porcentaje con respecto al control (0 mM). Cada barra representa
el promedio de al menos 3 ensayos + EEM. No existen diferencias estadisticamente
significativas entre aquellas columnas que compartan letras. El método empleado para
discriminar entre las medias es el procedimiento de comparacién miltiple de Bonferroni con
99% de confianza. (**) indica diferencias estadisticamente significativas entre pares

3.2 Estrés oxidativo generado por las sales de Fe** y Fe**

En la Fig. 4 se esquematiza la produccién de TBARS en presencia de diferentes concentraciones de
sales de Fe* y Fe*. Se observa que a todas las concentraciones analizadas se produjo aumento en la
produccién de TBARS con respecto al control (0 mM).
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Figura 4. Produccién de TBARS en presencia de Fe** y Fe** Los resultados se expresan
como nanomoles de TBARS/mg de proteinas. Cada barra representa el promedio de al menos 3
ensayos + EEM. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellas columnas
que compartan letras idénticas. El método empleado para discriminar entre las medias es el
procedimiento de comparacién miltiple de Bonferroni con 99% de confianza.

4. DISCUSION

Los biomateriales degradables a base de Fe tales como los stents se corroen en los fluidos biolégicos
dando lugar a cambios de pH y a altas concentraciones de iones Fe?*y Fe** en la interfaz biomaterial/células
aledafias. Estos iones son esenciales para la vida ya que diversos procesos metabdlicos requieren Fe, entre
ellos el transporte de oxigeno, la fijacion de nitrégeno y la sintesis de DNA. Sin embargo, también
desencadenan procesos biolégicos que pueden ser dafiinos para las células como la generaci6n de especies
reactivas de oxigeno (ROS).

Sunda y Huntsman sefialaron que el Fe exhibe un comportamiento quimico extremadamente
complejo que influye en su solubilidad y disponibilidad biol6gica. Este comportamiento incluye la quelacién
de iones férricos por ligandos orgdnicos; la hidrolisis de iones férricos disueltos y de complejos de Fe; la foto
y bio reduccién de quelatos férricos con la subsecuente disociacion y reoxidacién de Fe™*, lo que aumenta la
concentracién de especies inorgénicas reactivas de Fe** y Fe**; la absorcién de iones férricos sobre la
superficie de particulas; y la precipitacién de hidréxidos de Fe, seguida de deshidratacién progresiva y
cristalizacién para formar xidos-hidréxidos menos solubles y mds estables. Debido a estas dificultades, la
solubilidad de especies de Fe inorgénicas es incierta como asi también la composicién exacta de las especies
solubles de hidrélisis de Fe** (Fe(OH),", Fe(OH); y Fe(OH),) [18] probablemente producidas a través de las
reacciones siguientes;

Fe* + 2H,0 > Fe(OH)," + 2H" [1]
Fe** + 3H,0 < Fe(OH); + 3H" [2]
Fe** + 4H,0 ¢ Fe(OH), +4H* [3]

Los niveles de Fe dentro de la célula se encuentran estrechamente regulados para asegurar un
adecuado nivel de micronutrientes y, a la vez, prevenir su acumulacién y toxicidad. [19]. El Fe es
transportado y almacenado en protefnas especificas (transferrina, lactoferrina y ferritina). La transferrina se
une a dos iones Fe** con gran afinidad. Las células incorporan el Fe a través del receptor de transferrina y el
Fe** se reduce entonces a Fe** y es liberado en el citosol por los endosomas. Una porcién del Fe liberado
permanece unida a quelatos de bajo peso molecular como citratos, ATP, 4cido ascérbico, constituyendo el



estado labil del Fe [20]. El exceso de Fe es secuestrado por la ferritina que es la forma mds importante de
almacenamiento del Fe dentro de la célula, desempefiando un rol clave en la prevencién de la toxicidad del
Fe libre. La ferritina es capaz de almacenar cerca de 4000 dtomos de Fe que, de otra manera, podrian
agregarse y precipitar. Esta proteina limita la quimica del Fe, evitando su oxidacién no especifica y las
reacciones de hidrolisis que ocurrirfan en el citosol. Sin embargo, algunos estudios in vitro indican que
proteinas cargadas con Fe pueden liberarlo y asi promover la formaciéon de HO® en presencia de H,0, y la
peroxidacion lipidica en liposomas [21,22] como asi también recientes estudios empleando microsomas de
higado de rata han demostrado que la adicién de ferritina lleva a la produccién de radicales ascorbilo y .OHe
[19]. El aumento de la concentracién del Fe libre ha sido asociado al incremento de estrés oxidativo.
Estudios realizados con células neuronales, astrocitos y oligodendrocitos en cultivos sugieren que el Fe es
téxico tinicamente cuando aumenta el nivel dentro de la célula (Kress et al, 2002). Los efectos mencionados
desaparecen cuando se utilizan quelatos para complejar los iones Fe intracelulares. Sin embargo, debe
tenerse en cuenta que la estabilidad de la unién entre Fe y proteinas es afectada por disminucién de pH, lo
que podria explicar el aumento en la disponibilidad de Fe libre y el consecuente incremento de la
peroxidacién lipidica.

Nuestros resultados muestran, para la linea celular CHO-K1, una estrecha dependencia de la
disminucién de la actividad mitocondrial producida por las sales de Fe** y Fe* con la concentracién de Fe y
la acidez del medio. Asimismo también se observé un incremento del dafio oxidativo a mayor concentracién
de Fe y menor pH. En concordancia, se encontraron efectos similares del pH sobre la accién de los iones Fe
con homogeneizados de cerebro. Se ha reportado que cuando los preparados eran expuestos a soluciones
4cidas en presencia de Fe** aumentaba la produccién de TBARS por lo que los autores concluyeron que el
pH édcido parece proveer un excelente ambiente para que el Fe desarrolle su mayor actividad catalitica, no
sélo porque lo libera de los sitios seguros de la transferrina sino porque el pH modula y amplifica la
participacién del Fe en la peroxidacién lipidica [23].

Los resultados de los ensayos realizados con sales de Fe** (Figs. 2, 3, 4) a distintos pHs est4n de
acuerdo con los obtenidos por Ohyashiki y Nunomura [24] a partir de experiencias en las que empleaban
liposomas. Estos autores encontraron que la peroxidacién lipidica inducida por Fe** puede ser promovida al
disminuir el pH de la solucién de incubacién desde 7,4 a 5,5. Investigando las especies involucradas en la
peroxidacién lipidica ellos encontraron que en presencia de la enzima SOD catalasa o de los secuestradores
de HOe la reaccién se vio inhibida. Por otra parte, en el caso de las reacciones con Fe** en las mismas
condiciones, los autores no observaron la accién de la enzima ni de los secuestradores, lo que sugeriria que
en el caso del Fe™* las especies 05~ , HO® y H,0, no estarfan involucradas pero s lo estarfan en el caso del
Fe** (ver ecuaciones [4-6]). Por otra parte, en presencia de O," y de liposomas, el Fe® pasa a Fe*, pero esta
reaccién no ocurre en ausencia de estos dltimos. Esto permitirfa inferir que tal vez en medio 4cido se facilite
la generacién de HOe a partir de O3~ y en esas condiciones la reaccién de reduccion se ve estimulada por la
interaccién del hidroperéxido lipidico (LOOH) con el Fe™".

05—- +2H" — H,0, + 02 [4]
Fe’* + H,0, — Fe** + H' + 03~ [5]
Fe’* + H,0, — Fe** + HOe + HO™ [6]

Cuando se comparan los efectos producidos por ambas sales de Fe se observa que el impacto es
significativamente mayor en el caso de Fe* para ciertas concentraciones. El estado de oxidacién del Fe
dentro de la células parece ser un pardmetro importante en la evaluacién de la toxicidad ya que la catlisis de
la reaccién de H,O, para dar radical hidroxilo requiere de la presencia de Fe’* [25]. Sin embargo, debe
considerarse que el andlisis de los mecanismos es complejo ya que la especiacién del Fe en soluciones
oxigenadas es compleja e incluye compuestos metaestables, parcialmente oxidados cuya distribucién de
concentraciones depende del pH [26].

5. CONCLUSIONES

Nuestros resultados permitirfan concluir que la presencia de altas concentraciones (1mM-5mM) de
sales de Fe** y Fe™ en los medios de cultivo produce efectos citotéxicos y aumento de dafio oxidativo que
aumentan con la concentracién de iones Fe y con la acidez del medio.
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