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RESUMEN.

El hierro es fundamental en el transporte de oxigeno a
través de la hemoglobina. La deficiencia ocasiona anemia
ferropénica. La deficiencia de hierro afecta a 30% de
personas en el mundo. A pesar de diversas campahas
implementadas en México, los progresos han sido
insuficientes. Ademas de factores como la oxidacién,
efectos indeseables de color y sabor, la presencia de
algunos componentes de la dieta reducen la capacidad de
absorcién de hierro (fitatos, polifenoles, Ca+2). Una forma
de aumentar la biodisponibilidad del hierro es empleando
hierro encapsulado en nanoparticulas. En el presente trabajo
se evalud la viabilidad sobre células Caco-2 por efecto de
la concentraciéon de hierro contenido en nanoparticulas.
Se observé que las Fe-nanoparticulas no generaron
citotoxicidad en comparacién con la sal de sulfato ferroso.

Palabras clave: hierro, anemia ferropénica, sulfato ferroso,
nanoparticulas.

ABSTRACT.

Iron is fundamental in the transport of oxygen through
hemoglobin. Iron deficiency causes anemia, a condition that
affects around 30% of people on the wide world. Despite
all the strategies implemented to avoid anemia, progress has
been insufficient. In addition to factors such as oxidation,
undesirable effects of color and taste, some dietary factors
compounds reduce the iron absorption capacity such
as phytates, polyphenols, Ca+2. One way to increase
bioavailability is using iron contained in nanoparticles. In this
work, the viability of Caco-2 cells was evaluated under the
effect of the concentration of iron contained in nanoparticles.
It was observed that the Fe-nanoparticles did not generate
cytotoxicity compared to ferrous sulfate salt.

Key words: iron, ferropenic anemia, ferrous sulfate,
nanoparticles.

|. INTRODUCCION

El hierro es fundamental en diversas actividades bioldgicas,
por ejemplo, sintesis de ADN, cofactor de diversas enzimas
(catalasas y peroxidasas), respuesta inmune, transporte de
oxigeno a través de la hemoglobina, entre otras (Madrazo
et al.,, 2010). La deficiencia de hierro es considerada por
la Organizacién Mundial de la Salud, como el principal
desorden nutricional a nivel mundial, afecta a 30% de la
poblacién mundial (De Benoist et al., 2008; Organizacién
Mundial de la Salud, 2018). Pero, la administracién de
hierro es dificil, porque los compuestos solubles como el
sulfato ferroso se absorben, sin embargo, causan cambios
inaceptables de color y sabor en los alimentos. Mientras que,

los compuestos insolubles, causan pocos cambios sensoriales
en alimentos, pero no se absorben (Hosny et al., 2015).
Por otra parte, se han desarrollado diversas campanas de
prevencién y tratamiento de la anemia ferropénica, basadas
principalmente en la suplementacion con sales ferrosas o
férricas. El sulfato ferroso debido a accesibilidad econémica
ha sido el mas usado (Hurrell, 2002). Sin embargo, los
progresos han sido insuficientes, diversos factores influyen
e inhiben la absorciéon de hierro, como los componentes
ubicuos en vegetales como el té y café (polifenoles, fitatos) y
exceso de minerales como el calcio (Hallberg L., 1987; Zijp
et al., 2000), aunado a efectos secundarios como irritacién
intestinal, diarrea, nausea, estrefiimiento, fiebre, entre otros
malestares (Hurrell, 2002; Martinez-Salgado et al., 2008;
Hosny et al., 2015; Zariwala et al., 201 3). Diversos reportes
han mencionado que la sintesis de nanoparticulas cargadas
con hierro puede resolver las desventajas mencionadas. Las
nanoparticulas potencian la absorcion de sustancias lipofilicas
e hidrofilicas. Mejoran la solubilidad, mayor entrega de
micronutrientes y principios activos, transporte y absorcién
debido a incremento de area superficial de contacto (Hosny
et al., 2015; Zariwala et al., 2013; Shukla et al., 2017),
reducen la oxidacion, evitan el paso por el higado, potencia
la distribucidon y biodisponibilidad, evita la disociacién y
mejora la actividad biolégica. Sin embargo, no se conoce el
efecto citotéxico de nanoparticulas que contienen hierro.
No existen suficientes datos sobre su efecto en viabilidad
celular y que proporcionen un panorama significativo del
efecto de nanoparticulas con hierro.

El presente estudio muestra el analisis de viabilidad celular en
funcién de la concentracién de hierro util en nanoparticulas
usando células Caco-2 como modelo de células epiteliales
humanas, en comparacién con el sulfato ferroso.

2. Materiales y Métodos

La viabilidad celular fue evaluada usando la linea celular Caco-
2 (ATCC HTB-37, ATCC) en medio esencial Eagle (EMEM,;
Sigma México, S.A.) suplementado con 10% se suero fetal
bovino y 1% de antibiéticos (penicilina, estreptomicina
y anfotericina), cultivindose 10,000 células por pozo. Se
evalud la nanoparticula de hierro (FeSO,.7H,O) contenida
en la nano particula de quitosano-proteina de suero-hierro
(NpB), a concentraciones 2,4, 6,8y 10 uM (con base al peso
molecular del FeSO4). Las células fueron incubadas con las
nano particulas a 37 °Cy 5% de CO? del 5% durante 24
y 48 horas. El control de referencia fue FeSO,.7H,O solo a
las mismas concentraciones que NpB. Se evalué viabilidad
celular cuantificando la actividad metabdlica celular mediante
la reduccién de Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) y cuantificando por colorimetria a 570
nm.
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Se emplearon controles de citotoxicidad negativo y positivo,
células sin tratamiento y células tratadas con DMSO 5%
(dimetil sulfoxido), respectivamente. Cada tratamiento
se realizé por triplicado. Para determinar diferencias
estadisticamente significativas, se realizaron andlisis de
varianza (ANOVA) de una via y pruebas de comparacién de
medias por Dunnet y Tuckey (¢#=0.05) usando el software
GraphPad Prism 5.

3. Resultados y Discusion

Se observé que NpB presenté disminucion de viabilidad
celular estadisticamente significativa, con respecto al
control negativo de citotoxicidad, a partir de 8 uM. La
viabilidad disminuyé 14%. Mientras que, FeSO4 disminuyé
la viabilidad celular a partir de 2 uM, con una disminucién
de viabilidad celular de 17%, a las 24 horas de cultivo
(grafica A). A mayor tiempo (48 h) de exposicién no se
observé diferencia significativa de viabilidad celular (gréfica
B). El efecto citotdxico a las 24 horas y su recuperacién a
las 48, horas probablemente fue debido a disponibilidad de
hierro de ambos compuestos. Los resultados concuerdan
con Natoli y colaboradores (2009), ellos observaron
fase aguda de exposicién (2 horas) y tardia (24 horas)
con Fe(ll) a I5 uM. Concluyen que, el efecto téxico en
células Caco-2, ocurre adaptacién en funcién del tiempo.
Mientras que, concentraciones de 50 UM, el efecto téxico
aumenta conforme al tiempo de exposicién. Los resultados
del compuesto evaluado NpB indican que el efecto de las
nanoparticulas sobre las células es menos letal. Se observé
mayor diferencia usando concentracién de 6 UM (22%
mayor viabilidad celular con NpB respecto a FeSO4).
Posiblemente porque la ionizacién de hierro es controlada
en comparaciéon con FeSO4 control. Se observé mayor
citotoxicidad a las 24 h con el sulfato ferroso, posiblemente
indica que, el hierro debe ser suministrado en forma de
complejo y no en forma iénica.

Graficos Ay B. Efecto de viabilidad celular y citotoxicidad de células
Caco-2 en funcién de concentracién de hierro contenido en NpB y
FeSO4 durante 24 y 48 h de exposicion. La viabilidad celular decrece a
80% usando FeSO4, cuando la concentracién de hierro es mayor a 6
uM, Mientras que NpB no reduce la viabilidad celular a mas de 85% en
todas las concentraciones de hierro estudiadas.

A 120+
ns e
; { ¢ {
1004
[ C: control
80+ [ npB

B Fes0O4
D: DMSO 5%

Viabilidad celular (%)
PO}
o o
1 1

)
2

o

ISSN: 2448-846 |

B 120+ R ns ,

) 1

S| e
£ 1004(F E3 I
- [ C: control
g 80 [ neB
° woe [ FeSO4
© 604 :
- [E] D: DMSO 5%
©
2 404
=
©
S 204

e e e LI
C v % o B0 Yk O B0 9
[Fe] uM

El empleo de nanoparticulas que contienen hierro tiene
un efecto protector en la mucosa del intestino de ratas
expuestas a agentes toxicos (Wardani et al., 2018). El empleo
de nanoparticulas del conjugado quitosano-proteina-hierro
posiblemente pueda ayudar a resolver la deficiencia de
hierro y controlar la anemia. Nosotros mostramos que se
requieren dosis minimas para mantener la viabilidad celular y
reducir efectos téxicos. Presentamos una vision significativa
del efecto de nanoparticulas con hierro y posible exceso de
dosis de hierro, que parece que no es necesario.

4. CONCLUSIONES

El efecto de las NpB sobre la viabilidad celular de Caco-2 no
es citotoxica de acuerdo al estindar internacional 10993-5,
los resultados puede ser una visiéon general que proporcione
el inicio de mayores estudios y redisefar las dosis de NpB.
Especialmente, como alternativa que sirva para reducir los
efectos secundarios del hierro durante el tratamiento para
lograr la salud en personas anémicas.

PERSPECTIVAS

La sintesis de nanoparticulas de quitosano-proteina de
suero-FeSO4 no presentaron efecto téxico en células
Caco-2. Pensamos que debe plantearse estudios en
modelos animales con anemia ferropénica y la posterior
suplementacién de las nanoparticulas en humanos para
observar el efecto anti-anémico.
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