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Introduccion

la desferrioxamina (DFO) es un acido trihidroxamico
capaz de quelar hierro y aluminio y otros iones metalicos
trivalentes formando complejos quimicos estables. Por
esta razon fue introducida, hace mas de veinte afios, en
la practica clinica, inicialmente para el tratamiento de pa-
.cientes con talasemia y hemocromatosis’, y mas recien-
temente para el diagnostico y la terapéutica de los pa-
cientes renales cronicos con intoxicacion aluminica.

De hecho, a pesar de ser mur utilizada, la DFO pre-
senta como uno de los principales inconvenientes tera-
péuticos los efectos toxicos colaterales, cuya incidencia y
gravedad mantienen relacion directa con el uso de dosis
elevadas, por encima de 70 mg/kg y con estados de de-
ficiencia de hierro2.

No obstante, hasta el momento, ain permanece incier-
ta su accion quelante sobre los depositos intracelulares
de hierro y aluminio. Es evidente que la DFO revierte el
cuadro clinico sintomatico de la intoxicacion aluminica y
baja los niveles de aluminio presentes en el tejido 6seo,
mejorando el defecto de calcificacion®, lo que sugiere un
efecto celular. Estudios realizados con cultivos celulares
demostraron que la DFO presenta un efecto inhibidor so-
bre la proliferacion de fibroblastos* y linfocitos, posible-
mente por la disminucion de la actividad enzimatica ce-
lular dependiente de hierro.

El objetivo central de este trabajo fue analizar el efecto
de la DFO en las concentraciones terapéuticas comun-
mente utilizadas sobre la proliferacion de células 6seas,
dado que la DFO es utilizada en el tratamiento de pa-
cientes con intoxicacion aluminica, que a su vez frecuen-
temente se asocia con alteraciones en el metabolismo del
hierro.

Material y métodos

Se utiliz6 la linea celular MG-63 (células de osteosarco-
ma humano con caracteristicas de osteoblasto) distribui-
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da en frascos de cultivo en medio celular MEM-Earle con
0,85 g/l de bicarbonato de sodio (Seromed), 1% de
L-glutamina (5 mM) y 10 % de suero fetal bovino (SFB), su-
plementado con 100 Ul/ml de penicilina y 100 ug/ml de
estreptomicina. Incubadas a 37° C en atmosfera con 5 %
CO, hasta la subconfluencia, tripsinizadas y sembradas en
placas de cultivo celular de 96 pogillos (0,25 x 105 célu-
las/pocillo) en MEM-Earle con 5 % SFB incubadas en las
mismas condiciones ambientales durante 24 horas. Al fi-
nal del periodo de preparacion, el estudio se realizd en
dos fases.

En la primera fase se anadieron disoluciones de DFO
(Desferal/Ciba-Geigy) en concentraciones crecientes de
1,0 hasta 100 uM por un periodo de 24 y 48 horas. En la
segunda se cultivaron las células con citrato de hierro
100 puM por 24 horas (control) y con tres concentraciones
diferentes de DFO (50, 100 y 200 uM), a las que se afia-
dio citrato de hierro en la misma concentracién de
100 uM. La captacion de timidina fue medida después de
cuatro horas de un marcaje con 1uCi de H-Thymidine
(2,0 Ci/mM Amershan), realizado al final del periodo de
incubacién. De cada experimento fueron realizados tres
estudios por quintuplicado. El analisis estadistico fue rea-
lizado con test t de Student para muestras pareadas.

Resultados

Fase I: Verificamos una inhibicion de la respuesta pro-
liferativa de las células MG-63 a todas las concentraciones
de DFO utilizadas cuando fueron incubadas tanto por 24

‘como’ por 48 horas con el quelante (p <0,01), con excep-

cion de las concentraciones de 1,0 y 2,0 uM en los culti-
vos de 48 horas, donde no hubo diferencia significativa
con el control (fig. 1).

Fase 1I: Cuando se cultivaron las células MG-63 duran-
te 24 horas con citrato de hierro se observo un incremen-
to en la proliferacion comparando este grupo con el con-
trol (p <0,01) (fig. 2). En los experimentos realizados incu-
bando simultineamente las células MG-63 con concen-
traciones distintas o iguales de citrato de hierro y DFO ob-
servamos una anulacién del efecto inhibidor de la DFO
en la presencia de adecuadas concentraciones de hierro.
Este efecto no se observd cuando la concentracién de
DFO utilizada fue dos veces mayor que la de citrato de
hierro {p <0,01).
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Fig. 2.—Ffecto de la adicién de citrato de hierro y de la interaccién con la desferrioxamina sobre la proliferacion de la linea celular MG-63.
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Discusién

La DFO es administrada por la via parenteral y pocos
minutos después de la infusion forma complejos mas hi-
drofilicos con el hierro y con el aluminio, pero una parte
de la DFO circulante permanece en la forma libre.

En presencia de funcion renal normal, la vida media de
la DFO es de dos horas; sin embargo, en los pacientes
con insuficiencia renal cronica (IRC) en dilisis, ésta pue-
de alcanzar mas de 36 horas®.

En los Gltimos anos, la indicacion mas citada de DFO
es en el tratamiento de pacientes con IRC intoxicados con
aluminio. Estos pacientes tienen alteraciones 6seas graves
e invalidantes que se atribuyen a la accion del aluminio
en el hueso. Con el uso de la DFO en dosis y tiempos
de administracion variable se ha referido una disminucién
de los niveles de aluminio en la médula ésea y en el fren-
te de mineralizacién con mejora del cuadro histologico
6seo’. Sin embargo, se han descrito efectos toxicos de la
DFO sobre el propio hueso, como la disminucién del cre-
cimiento ponderoestatural y alteraciones vertebrales® en
pacientes talasémicos que han recibido DFO en dosis ele-
vadas por periodos prolongados.

En nuestro estudio se verifico una inhibicion de la pro-
liferacion de los osteoblastos, cuya intensidad se correla-
cion6 con las concentraciones de DFO en el medio de
cultivo. La inhibicion mas acentuada, de aproximadamen-
te 90 %, se dio frente a la concentracion de 100 pM, que
representa el nivel méximo de DFO encontrado en el sue-
ro de pacientes con IRC que reciben 30 mg/kg de DFO?.

El escaso efecto inhibidor de la DFO a bajas concen-
traciones pudo deberse a la baja dosis del quelante, pero
también a la presencia de hierro en el medio de cultivo
(1,5 uM). Estudios anteriores con otras lineas celulares han
demostrado una relacion directa entre el efecto antipro-
liferativo de la DFO y la disminucion de la oferta de hie-
ro a la enzima ribonucleétido reductasa responsable de
la sintesis proteica celular™. Estos datos sugieren que la
DFO puede ocasionar deplecion celular del metal y con-
secuentemente afectar al metabolismo celular.

El incremento observado en la proliferacion con la adi-
cion de citrato de hierro pudo ser debido a la presencia
de transferrina saturada al 60 %, proveniente del suero fe-
tal bovino y que suplemento a la célula una cantidad ma-

or de hierro; pero otra posibilidad es que la propia cé-
rula haya sintetizado transferrina, recientemente se ha de-
mostrado que la linea celular U-2 OS, derivada de sarco-
ma osteogenico humano, tiene expresion genética para
sintetizar transferrina . En la (iltima fase del estudio se ob-
servo que el efecto de la DFO fue neutralizado por la adi-
cion de hierro en condiciones equimolares o en exceso

de hierro, pero esto no se observo si la concentracion de
DFO superaba a la de hierro en el medio de cultivo. Fs-
tudios in vitro han demostrado que soluciones de DFO
forman complejos cationicos 1:1 con el hierro; por tanto,
se puede suponer que, en nuestro estudio, la presencia
en el medio de cultivo celular de un exceso molar de DFO
se tradujo en un efecto toxico celular secundario, debido
posiblemente a la deplecion de hierro intracelular ocasio-
nado por el quelante.

La DFO es, en el momento actual, la dnica droga utili-
zada en el tratamiento de la intoxicacion aluminica. Sin
embargo, debido a su poder quelante sobre el hierro vy,
por tanto, a su probable capacidad de inhibir el metabo-
lismo de las células 6seas, debe ser administrada a dosis
bajas y siempre teniendo en cuenta que esta droga au-
mentara su toxicidad en estados ferropénicos.
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