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Abstract

Mg-based materials are promising for medical applications due to their low density and
mechanical properties close to those of human bone. Degradation products like Mg ions and debris
particles may affect the surrounding cells. The aim of this work is to study the effect of pMg on
cells in the vicinity of the biomaterial. For this purpose, studies on the cytotoxic effect on
mammalian cell lines, simulating the in vivo situation close to the implant, were made. The results
revealed a decrease in cell viability from 1000 pg/ml pMg, showing greater effect at higher
concentrations. There was also a significant interaction of macrophages with pMg. Additionally,
cells exposed for one hour to pMg treated with KF showed lower cytotoxic effects than those
exposed to untreated particles.
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Resumen

Los materiales biodegradables a base de Mg tienen importantes aplicaciones en medicina debido a
su baja densidad y a sus propiedades mecanicas similares al hueso [1]. Entre sus productos de
biodegradacion in vivo se encuentran las microparticulas (pMg) que se liberan al medio y podrian
afectar a las células vecinas. El objetivo del presente trabajo es estudiar el efecto de las pMg sobre
las células proximas al biomaterial. Con ese propdsito se realizaron estudios sobre el efecto
citotoxico de las mismas sobre tres lineas celulares de mamifero, simulando la situacion aledafia al
implante. Los resultados mostraron una disminucién de la viabilidad celular a partir de 1000 pg/ml
de pMg, presentando mayor efecto a mayores concentraciones. También se observé una
importante interaccion de los macréfagos con las pMg. Ademas, las células expuestas durante una
hora a pMg tratadas con KF mostraron efectos citotéxicos menores que las expuestas a pMg sin
tratar.
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INTRODUCCION

La disolucion del magnesio procede, en presencia de agua, a través de una reaccion
electroquimica que produce hidréxido de magnesio y gas hidrdgeno. La reaccion global que la
caracteriza es:

Mg + 2H,0 ——» Mg +20H + H, [1]
Y la formacion de la capa de hidréxido esta representada por:
Mg*? +20H" —— Mg(OH), [2]

Debido a la degradacion y a la friccién se desprenden pMg de los implantes que se
corroen de acuerdo a las reacciones previas [1,2].

Diversos estudios realizados a través de técnicas electrogquimicas mostraron que los
tratamientos con fluoruros contribuyen a la formacién de una capa protectora de la corrosién
tanto sobre Mg como sobre aleaciones [3,4]. Por ese motivo se aplicé un tratamiento
superficial con fluoruro de potasio (KF) a las pMg a fin de estudiar el efecto de la
disminucion de la velocidad de disolucidon del material y la presencia de compuestos que
contienen fluoruro sobre el metabolismo celular.

Con el objeto de evaluar el efecto de las microparticulas sobre las células proximas al
biomaterial se realizaron estudios sobre el efecto citotoxico de las mismas sobre tres lineas
celulares de mamifero, simulando la situacion aledafa al implante.
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MATERIALES Y METODOS

Se trabajo con pMg en un rango de concentraciones de 100-2000 ug/ml, con y sin
tratamiento con una solucién de KF 0.1M. Se emplearon células osteoblasticas de la linea
UMR 106 para evaluar el efecto de dichas pMg y los iones liberados mediante el ensayo de
Rojo Neutro. Se estudio también el cambio del ndmero de células viables luego de la
exposicion a las pMg mediante la tincion con naranja de acridina a través de microscopia de
epifluorescencia. Por otra parte se realizaron ensayos de citotoxicidad (WST-1 y LDH) en
células osteoblasticas de la linea MT3C3-E1 y en macréfagos (J774.1). Por otra parte, se
estudio el efecto de las pMg sobre la adhesion celular de los osteobastos MC3T3-E1 a través
de microscopia confocal mediante la utilizacion de 2 anticuerpos (anti-vimentina y anti-
ICAM-1).

RESULTADOS

1. Efecto de las pMg sin tratar

Se analizé la citotoxicidad de pMg utilizando microscopia de epifluorescencia luego
de tefiir las células con naranja de acridina. Los resultados mostraron una disminucion de la
viabilidad celular a partir de 1000 ug/ml de microparticulas (Figura 1).
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Figura 1. Microfotografias de células UMR-106 con tincion de Naranja de
acridina (40X).

2. Estudio de la degradacion de las particulas de magnesio en un cultivo celular

Mediante la utilizacion de microscopia multidimensional pudo seguirse la degradacion
de las pMg en tiempo real. Pudo constatarse la progresiva reaccion de oxidacion del Mg,
dando lugar a Mg(OH), (ecuacién [2]) a través de la observacion de la mayor transparencia
de los bordes de las pMg con el tiempo. También se pudo distinguir la liberacion de H; que
ocurre en el medio de cultivo de acuerdo a la reaccion [1] (Figura 2).
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Figura 2. Fotografias de células J774
tomadas con microscopio multidimensional
(160X) sin pMg (a) y con pMg (b)
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Con esta técnica microscopica también se logré visualizar la interaccién de los
macrofagos con las pMg a través de acercamientos y contactos directos de los mismos con la
superficie de las particulas (Figura 3).

Figura 3. Fotografias de células J774 con pMg
tomadas con microscopio multidimensional
(160X).

Los resultados de los tests de LDH en MC3T3-E1 y en J774.1 mostraron un aumento
del dafio de la membrana celular a medida que aumentaba la concentracion de pMg. En
concordancia con estos resultados, la respiracion mitocondrial evaluada mediante WST-1
disminuy6 bajo las mismas condiciones (datos no mostrados).

Por otra parte se estudié el efecto de las pMg sobre la adhesion celular de los
osteobastos MC3T3-E1 a través de microscopia confocal, utilizando dos anticuerpos. Pudo
constatarse un cambio en la distribucién de las proteinas ICAM-1 y vimentina, implicadas en
la adhesion celular. Las mismas modificaron su distribucion en la célula en presencia de pMg.

3. Efecto de las pMg tratadas con KF

Las células expuestas durante una hora a pMg tratadas con KF mostraron efectos
citotoxicos menores que las expuestas a pMg sin tratar (Figura 4). Sin embargo el efecto
protector fue menos notable luego de 24 h de exposicion evidencidndose una alta reduccion
del nimero de células para 2000 ug/mL.
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Figura 4. Efecto de las pMg sobre células UMR-106 luego de diferentes tiempos de exposicion (a)

1hy (b) 24h, evaluado mediante RN; sin pretratamiento (negro) y pretratado con 0.1M KF (blanco)
y 0.2M KF (gris).
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4. Efecto del tratamiento con KF

Se evaluo el efecto de los iones de la sal de KF en un rango de concentracion entre
10°M y 107M sobre las células UMR-106 y no se observaron efectos citotéxicos sobre las
células en el rango de concentracion utilizado.

CONCLUSIONES

Los ensayos de citotoxicidad mostraron una disminucién en la viabilidad celular a
partir de 1000 w/ml de pMg. Este efecto podria asociarse a una alta concentracion de iones
Mg, al cambio local del pH, a la liberacién de hidrégeno como asi también a los efectos
producidos directamente por la presencia fisica de particulas metalicas en la vecindad de las
células. Se pudo constatar también una alta interaccion de los macrofagos con las pMg. El
dafio sobre las membranas celulares (aumento de la actividad LDH) y la disminucion de la
respiracion mitocondrial (WST1) fue mayor al aumentar la concentracion de pMg en los
cultivos celulares. Las proteinas ICAM-1 y vimentina, implicadas en adhesion celular,
modificaron su distribucion en la célula en presencia de pMg, siendo los cambios en la
localizacion mayores en presencia de las pMg tratadas con KF.
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