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1. RESUMEN - ABSTRACT

El proceso de vectorizacion supone la liberacion del farmaco una vez que el vector llega a
biofase. El uso de un campo magnético externo permite la vectorizacion de nanoparticulas
magnéticas funcionalizadas y su acumulacion en tejidos tumorales. Gracias a sus propiedades
pueden dar lugar al efecto de hipertermia, que ocasiona la destruccion selectiva de las células
cancerosas. Todo ello permite la reduccion de efectos adversos y el incremento de la eficacia
del tratamiento antitumoral.

Drug targeting processes enable the release of the drug once the carrier is in biophase.
Functionalized magnetic nanoparticles can be delivered to cancer tissues by means of an
external magnetic field. Due to their properties hyperthermia effect can take place, causing
the selective destruction of cancer cells. As a result, adverse effects decrease while the

efficacy of the anticancer treatment increases.

2. INTRODUCCION
2.1 Justificacion del uso de la vectorizacion en clinica

En la actualidad, el uso de sistemas de liberacion modificada de farmacos (SLM) es de gran

importancia en terapéutica. Esto es debido a que se evitan muchos de los problemas causados

por los sistemas de liberacion convencional. Entre dichas desventajas, podemos destacar las
siguientes:

1. Acusados efectos secundarios por distribucién del principio activo en exofase: la
distribucion no selectiva permite que una fraccion del principio activo (PA) se distribuya
por otros érganos y no todo llegue a biofase.

2. Concentraciones plasmaticas no estables (fluctuaciones).

3. Breve duracion de efectos y consiguiente necesidad de repetir la administracion de la
dosis con frecuencia (intervalos de dosificacion estrechos).

Frecuentemente, y debido a estos problemas, no se cumple el régimen posol6gico. Como
resultado hay un fracaso terapéuticol’. Se distinguen dos tipos de SLM: aquellos cuya
modificacion atafie a la velocidad de liberacion y aquellos otros cuya modificacion atafie al
lugar donde se realiza dicha liberacién. Los primeros alargan la duracion de los efectos
terapéuticos, y los segundos (conocidos como vectores o sistemas de vectorizacion de
farmacos) minimizan la distribucion del PA en exofase y los correspondientes efectos
secundarios [?/. En este trabajo se va a desarrollar Gnicamente un tipo de vectores.

El proceso de vectorizacion consiste en el desplazamiento de todo el sistema de liberacion a

biofase donde, una vez alli, se libera el principio activo 2, Por lo tanto, la distribucion (del
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vector) es un proceso previo a la liberacion (del PA) en el tejido diana. Como resultado, se
acentua el efecto terapéutico, a la vez que se disminuyen los efectos secundarios, de forma
que estos sistemas dan solucion a los problemas de los sistemas convencionales.

Los sistemas de vectorizacion se administran por via parenteral y para ello tienen que cumplir
una serie de requisitos :

1. Tamafio y forma adecuados.

2. Biocompatibilidad y biodegradabilidad.

3. Asociacion PA- transportador y almacenamiento estables.

4. Elaboracion en condiciones de esterilidad.

Existen diferentes mecanismos de vectorizacion. Este trabajo se va a centrar en los
mecanismos de vectorizacion por control extracorporeo, en especial se profundizara en la

vectorizacion mediante la aplicacion de un campo magnético externo.

2.2 Uso de la vectorizacion extracorpérea de farmacos, agentes terapéuticos y agentes

diagndsticos
En la vectorizacion mediante campo magnético externo se utilizan las nanoparticulas

magnéticas como vectores, ya que ofrecen numerosas posibilidades. ElI uso de
nanoparticulas, tanto en técnicas terapéuticas como diagnésticas se conoce como teranosis 1.
Asi pues, combinando nanotecnologia y vectorizacidén pueden utilizarse nanoparticulas como
vectores de diversas sustancias, tales como: agentes quimioterapéuticos, acidos nucleicos,
anticuerpos, radiontclidos...

Conviene, en este punto, recordar el concepto de “nanotecnologia” como la ciencia que
interviene en el disefio, la produccién y el empleo de estructuras y objetos cuyas dimensiones
se encuentran entre 1-100 nmE!

2.3 Aplicacion en terapia oncoldgica

Los tratamientos de quimioterapia tradicionales presentan importantes limitaciones relativas a
la reducida especificidad de los agentes quimioterapéuticos por las células tumorales, el
rapido aclaramiento in vivo debido a la corta vida media de los farmacos y la resistencia a
muchos farmacos por parte de las células tumorales. En consecuencia, es urgente el desarrollo
de un nanotransportador que permita vectorizar y liberar de manera eficaz y selectiva la dosis
adecuada del farmaco citotdxico en las células cancerosas. Esto permite mejorar la eficacia y

reducir la dosis de farmaco administrado asi como los efectos secundarios que surgen como

consecuencia de una distribucion en exofase.



Las nanoparticulas magnéticas han demostrado ser especialmente eficaces en terapia
oncoldgica. Gracias a sus propiedades, cuando son sometidas a un campo magnéetico alterno

externo pueden dar lugar al fendmeno de hipertermia o ablacion térmica.

3. OBJETIVOS
1. Conocer:
- los distintos sistemas de vectorizacion por control extracorporeo.
- lo que se puede vectorizar dentro de los sistemas.
- las limitaciones de la vectorizacion por control extracorporeo.
2. Describir los métodos de elaboracion de los sistemas.
Aprender sobre la funcionalizacion de los sistemas: estructura, formulacion y disefio.
4. Profundizar en las nanoparticulas magnéticas como transportadores en la

vectorizacion por control extracorpéreo.

4. METODOLOGIA

Para desarrollar este trabajo se realizé una busqueda bibliografica en las siguientes bases de
datos: PubMed, ScienceDirect y Scopus.

Ademas, se obtuvo informacion de articulos publicados en las siguientes revistas:
International Journal of Nanomedicine, Journal of Biomaterials and Nanotechnology,
International Journal of Molecular Sciences.

También se consultd la pagina del National Institute of Heatlh (NIH) y libros especializados
en nanotecnologia farmacéutica.

Los articulos empleados fueron publicados en el intervalo de afios 2001 — 2015.

5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. SISTEMAS DE CONTROL EXTRACORPOREO

5.1.1 Sonoporacion, fonoforesis. [°!

Es una técnica de liberacion de farmacos en biofase mediante el uso de ultrasonidos. Se define
ultrasonido como la transmisién de ondas no ionizantes con una frecuencia superior a 20.000
Hz, que supera el umbral auditivo humano.

Es un proceso que permite la formacion reversible y temporal de poros en membranas
celulares y paredes vasculares permitiendo asi el paso de agentes terapéuticos a su través. Es
un método seguro y no invasivo. Durante la sonoporacién, se forman microburbujas de aire,

que dan lugar al fendmeno de cavitacion. Estas burbujas se expanden y contraen millones de
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veces debido al efecto de los ultrasonidos. En consecuencia, acaban fragmentandose y se

promueve la formacion de los poros.

5.1.2 Electroporacion. [7]

Cuando una célula se expone a un campo eléctrico externo, se induce una diferencia de
potencial transmembrana que al superar un valor umbral, aumenta la permeabilidad. Este
proceso se conoce como electroporacién (Figura 1). Dicho valor umbral depende de
numerosos factores: fisicos (tamafio y forma celular), bioldgicos (composicion de la

membrana y estructura del @ o @ @

citoesqueleto) y pardmetros eléctricos ._-Q._ _,:: x-v\l
(amplitud, ndmero y duracién de los T - ’ .
pulsos y frecuencia). La electroporacién ’ I Tiempo

Administracion Pulsos ehéctricos

es la base de la EIECtquUimiOterapia- Figura 1. Fases de la electroporacion.

La electroquimioterapia combina la electroporacion con la quimioterapia. Es un tratamiento
local del cancer que consiste en aplicar pulsos eléctricos cortos y de elevada intensidad a los
nddulos cancerigenos in vivo tras haber inyectado previamente el agente quimioterapico. De
esta manera, la permeabilidad de la membrana plasmatica aumenta. Esto facilita la entrada de
agentes citotoxicos en el citosol de las células tumorales. Agentes antitumorales de naturaleza
hidrofilica, como la bleomicina, no pueden atravesar facilmente la membrana plasmatica y
mediante el proceso de electroporacion se evita este problema. Se ha demostrado su eficacia
en tumores cutaneos y subcutaneos. Actualmente, se estan realizando estudios para aplicar
esta técnica en tumores mas profundos.

5.1.3 Regulacion de la liberacion por luz.

5.1.3.1 Nanoparticulas de oro (AuNPs) y efecto fototérmico. [°

Las AuNPs presentan un gran potencial como agentes fototerapéuticos en el tratamiento del
cancer, asi como para la elaboracion de nanoestructuras utiles para el transporte y la
vectorizacion selectiva de farmacos y macromoléculas terapéuticas, y en terapia génica. El
nucleo de las nanoparticulas de oro es inerte, por lo que tienen baja toxicidad y buena
biocompatibilidad. Las AuNPs presentan una elevadisima area superficial, pudiendo asi ser
facilmente funcionalizadas y bioconjugadas, modificando sus propiedades superficiales. Para
la vectorizacion pasiva hacia céelulas tumorales, la funcionalizacion de las AuNPs se suele
realizar con PEG-tiolado. De esta forma, aumenta el tiempo de vida media en el torrente

sanguineo y mejora la permeabilidad y el efecto de retencién en el tumor.



Gracias a sus propiedades, las AuNPs pueden dar lugar al efecto fototérmico cuando son
estimuladas con luz laser u otra fuente de calor (microondas, radiofrecuencia, ultrasonidos...).
Durante dicha estimulacion (por ejemplo en presencia de luz laser) se da el efecto llamado
“resonancia localizada de plasmon de superficie”. Se conocen como plasmones de superficie
localizados a las oscilaciones colectivas de electrones restringidos en pequefios volimenes
metélicos. El campo eléctrico oscilante de la luz incidente induce un dipolo eléctrico en la
particula, desplazando a una parte de los electrones moviles deslocalizados en una direccion
lejos del resto de la particula metalica. Asi, se genera una carga neta negativa en un lado de la
particula. Como el resto de los nucleos y sus electrones internos no se han desplazado,
constituyen una carga opuesta positiva (red catidnica).

Como resultado de las oscilaciones, las AuNPs son capaces de absorber luz y ésta se
transforma rapidamente en calor. De este modo, un conjunto de pequefias AuNPs puede
calentar localmente un area de mil veces su tamafio y las células tumorales son destruidas.

5.1.3.2 Terapia fotodinamica [!.

Para la terapia fotodindmica es necesaria la coexistencia de tres factores no toxicos: luz laser,
agente fotosensibilizador y oxigeno. Los agentes fotosensibilizadores son moléculas
aromaticas con un croméforo central. EIl primer paso consiste en inyectar, por via intravenosa,
dicho agente. Al cabo de 24-72 horas aproximadamente, este agente se acumula en las células
tumorales. A continuacion, el tumor se expone a la luz (puede usarse luz laser llevada al
tumor mediante endoscopia), el fotosensibilizador absorbe la luz y alcanza el estado excitado.
Como resultado, en presencia de oxigeno molecular, el fotosensibilizador transfiere energia o
electrones para producir especies reactivas de oxigeno (ROS), que destruyen las células
cancerosas.

5.1.4 Liberacién de farmacos por accion de un campo magnético.

La energia térmica inherente a las nanoparticulas magnéticas (la energia magnética es
convertida en térmica al aplicar un campo magnético) puede ser utilizada para controlar,
desde el exterior del organismo, la liberacion de farmacos vectorizados. Los liposomas son
los vectores mas utilizados para este proposito. El principal mecanismo de liberacién de un
farmaco desde un liposoma es la difusion a través de la bicapa lipidica liposomal. La
permeabilidad de dicha bicapa influye en el proceso de difusion, el cual aumenta cuando se
alcanza una temperatura cercana a la de su fusion. Asi pues, el farmaco puede ser totalmente
liberado si se excede la temperatura de fusion de la membrana liposomal. El liposoma se
disefia para que su temperatura de fusion sea parecida a la temperatura corporal. Sin embargo,

durante la circulacién de los liposomas no modificados, se puede perder PA por difusion. Esta
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pérdida de PA se puede evitar cargando los liposomas con nanoparticulas magnéticas.
Diversos estudios han demostrado su eficacia 0121314 por ejemplo, se encapsulo
doxorubicina en liposomas magnéticos y se sometieron a un campo magnético externo. El
calor generado resulto en la liberacion del PA y no hubo pérdida de PA en exofase.

Por otra parte, es posible conseguir la precipitacion de nanoparticulas magnéticas en un
soporte poroso (silice). Los poros fueron cubiertos con valvulas moleculares. Al aplicar el
campo magnético, se consigue un aumento

de presion en el interior de las nanoparticulas

porosas causando el desprendimiento de las ﬁ st
véalvulas y permitiendo la salida del PA g ).—’m\’,‘,

magnetic field ‘g

(figura 2). Estos materiales son Utiles para la PO
liberacion de farmacos in vivo, como se Figura 2. Liberacion del PA por accion de un campo

i ] . ) magnético a través de un soporte poroso
demostro en la liberacion de DOX en celulas
de mama tumorales. Las nanoparticulas magnéticas fueron capturadas por las células pero no
se liber6 DOX hasta la aplicacion del campo magnético [*°],
5.2 VECTORIZACION EXTRACORPOREA MEDIANTE CAMPO MAGNETICO.

5.2.1 Conceptos de magnetismo: comportamiento magnético.

El comportamiento magnético de un material depende del nimero de electrones desapareados
de cada atomo y del orbital en el que se encuentren. Los efectos magnéticos son causados por
los movimientos de las particulas que tienen masa y cargas eléctricas.

Otro concepto a tener en cuenta es la susceptibilidad magnética, que es una constante que
indica el grado de magnetizacion en respuesta a un campo aplicado.

Una particula cargada eléctricamente, cuando gira, crea un dipolo magnético. Al aplicar un
campo magnético externo al material, estos dipolos se ordenan con el campo dando lugar a un
momento magnético dentro del material. Los materiales se clasifican segun la respuesta a un
campo magnético externo en cinco formas de magnetismo (Tabla 1): diamagnetismo,
paramagnetismo, ferromagnetismo, antiferromagnetismo y ferrimagnetismo.

Para el uso de las nanoparticulas en biomedicina, se requiere que estas sean

superparamagnéticas. Se trata de un tipo de magnetismo que aparece en las nanoparticulas

ferromagnéticas a temperatura casi ambiente. Las nanoparticulas se convierten en magnéticas
en presencia de un iman externo y vuelven al estado no magnético cuando este iman deja de
actuar. Por lo tanto, se evita un comportamiento activo (generacion de una gran energia

magnetostatica) de las nanoparticulas cuando no hay ninglin campo magnético aplicado.



MAGNETISMO CARACTERISTICAS

Diamagnetismo Material débilmente magnético. Repelen débilmente un campo magnético

aplicado. Momentos magnéticos apareados.

Paramagnetismo Magnetismo significativo. No magnetizacién remanente. Momentos magnéticos

no apareados.

Ferromagnetismo Fuertemente magnético. Ordenamiento magnético de todos los momentos
magnéticos de una muestra, en la misma direccion y sentido. Magnetizacion

remanente.

Antiferromagnetismo | No magnético aun bajo la accion de un campo magnético inducido.

Ferrimagnetismo Todos los momentos magnéticos estan alineados en la misma direccién pero no

en el mismo sentido. Menor grado magnético que los ferromagnéticos.

Tabla 1. Caracteristicas de las formas de magnetismo.

5.2.2 Nanoparticulas magnéticas. !

Las nanoparticulas magnéticas (NPMs) responden a la influencia de un campo magnético.
Estdn formadas por elementos magnéticos tales como: hierro, niquel, cobalto y sus
respectivos Oxidos. Las NPMs mas frecuentes son las de o6xido de hierro (iron oxide

nanoparticles). Tienen numerosas aplicaciones en biomedicina. Debido a su tamafio
nanométrico tienden a reducir la energia asociada con la elevada relacion area superficial /
volumen y forman aglomerados. Esta agregacion se produce preferentemente en fluidos
bioldgicos debido a la presencia de sales y proteinas, que facilitan las fuerzas de atraccion de
Van der Waals. Por estos motivos, en la mayoria de las aplicaciones es esencial disefiar
estrategias de recubrimiento con el fin de estabilizar las nanoparticulas y evitar la pérdida de
magnetismo. Ademas, la modificacion de la superficie de la NPM permite la conjugacion de
ligandos. En los siguientes apartados se desarrolla la estructura, disefio, funcionalizacion,
elaboracion y aplicaciones de las NPMs.

5.2.3 Nanoparticulas magnéticas de oOxido de hierro: estructura, recubrimiento,
fabricacién y metabolismo.

Las particulas magneticas capaces de dar lugar a ferrofluidos con propiedades
superparamagnéticas comprenden metales y 0xidos de metales tales como: Ni, Co, Fe, Fe304
(magnetita) y y-Fe.O3 (maghemita). Sin embargo, los metales de transicién son muy toxicos.
Ademas, son muy sensibles a la oxidacién pudiendo dar aleaciones (NiO2, CoO y FeO) de
comportamiento antiferromagnético. Los Oxidos de hierro presentan una magnetizacion mas
baja pero son mas estables.

Se trata del tipo de NPM mas utilizada debido a sus excelentes caracteristicas de

biocompatibilidad y estabilidad. La naturaleza superparamagnética implica que las particulas

-9-
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reducen la tendencia a aglomerarse ya que no se atraen entre si. Ademas, el Fe se encuentra de
forma natural en nuestro organismo (ferritina) y por tanto las particulas conteniendo hierro
pueden utilizarse en el organismo.

El 6xido de hierro puede existir en diferentes composiciones quimicas, destacando la
magnetita y maghemita. La magnetita es el material mas magnético de todos los minerales
naturales y la maghemita es su producto de oxidacion.

Existen dos tipos principales de nanoparticulas de Oxido de hierro: SPIONs
(SuperParamagnetic Iron Oxide Nanoparticles) y las USPIONS (UltraSuperParamagnetic
Iron Oxide Nanoparticles) que se diferencian Unicamente en el tamafio (USPIONs < 50nm;
SPIONs > 50nm).

SINTESIS / FABRICACION. [16:17.18]

Encontramos los siguientes métodos de elaboracion de nanoparticulas magnéticas (Tabla 2):

1) Co- precipitacion.

Es el método mas utilizado. Consiste en alcalinizar (normalmente se utiliza amonio)
soluciones mixtas de sales férricas y ferrosas. Puede hacerse a temperatura ambiente 0 a
temperaturas elevadas. El tamafio, la forma, y la composicion de las nanoparticulas
magnéticas depende en gran medida del tipo de sales utilizadas (sulfatos, nitratos, cloratos,
percloratos), la relacion Fe?* / Fe*, la temperatura de reaccion, el pH y la fuerza idnica.

2) Descomposicion térmica.

Se trata de una reaccion a elevada temperatura (265 °C) de Fe (l11) acetilacetonato en fenileter
en presencia de alcohol, acido oleico y oleilamina. De esta forma obtenemos FezO4. Podemos
obtener maghemita si aplicamos O durante dos horas a dicha temperatura.

3) Microemulsificacidn.

Se trata de una dispersion coloidal, termodinamicamente estable, en la que dos fases
inmiscibles (agua y aceite) coexisten en una sola fase gracias a un surfactante principal y uno
0 maés cosurfactantes cuyas moléculas forman una monocapa en la interfaz, con las cabezas
hidrofilicas en la fase acuosa y las cadenas hidrofébicas en la fase oleosa. Segun su signo, las
microemulsiones pueden ser O/A, A/O o bicontinuas. Concretamente, en las microemulsiones
inversas (A/O) la fase acuosa es dispersada como microgoticulas (de sales de Fe 2* y Fe *%)
ya que precursores de hierro como el cloruro ferroso o el cloruro férrico precipitan como
oxidos en el ndcleo acuoso. Asi es posible controlar la forma y tamafio de las NPMs de oxido
de hierro. Las nanoparticulas resultantes han de ser separadas, estabilizadas, lavadas y

secadas.
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4) Sintesis hidrotermal.

Permite sintetizar nanoparticulas magnéticas de pequefio tamafio en medios acuosos dentro de
reactores o autoclaves a alta temperatura y presion. Las altas temperaturas aceleran la

nucleacion y el crecimiento de las particulas recién formadas, lo cual conlleva a la formacién

de nanoparticulas de tamafios pequefios

Método Complejidad | Tiempo | Solvente | Distribucién | Morfologia | Produccién
de tamaiios

Coprecipitacion Muy simple | Minutos Agua Bueno Mala Alta
Descomposicidn Compleja Horas Organico | Muy buena | Muy buena | Alta
férmica

Microemulsificacion | Compleja Horas Organico | Buena Buena Baja
Hidrotermal Simple Horas/dias | Agua/ Muy buena | Muy buena | Media

gtanol

Tabla 2. Particularidades de cada método de sintesis de nanoparticulas magnéticas.

RECUBRIMIENTO. [*#
Las nanoparticulas recubiertas tienen importantes ventajas frente a aquellas que no lo estan:

menos toxicidad, mayor biocompatibilidad, mejor conjugacion con moléculas bioactivas y
mayor estabilidad quimica y térmica. Existen diversos materiales de recubrimiento que se
utilizan para modificar la superficie de las NPM:

- Polimeros organicos: dextrano, chitosan, PEG, polisorbato y polianilina

- Surfactantes organicos: oleato de sodio, dodecilamina.

- Metales inorganicos: oro

- Materiales inorganicos: silice y carbon.

FUNCIONALIZACION: ;QUE SE PUEDE VECTORIZAR?
Idealmente, una NPM funcionalizada (Figura 3) deberia

Fluorcforo

cumplir alguno de los siguientes requisitos: —

‘ 4’/1
\

_ Cubiera
polimernca

1. Tener efectos antitumorales: mediante la conjugacion

Nucleo

permeacion

i H ST E:;:nim magnético
de sustancias como agentes quimioterapeuticos, i
< "\ ' ), Haente
radionuclidos y acidos nucleicos. o ” o /i

2. Superar resistencias: anticuerpos o inhibidores de las Figura 3. NPM recubierta y funcionalizada.
proteinas ABC.

3. Permitir investigacion a nivel diagndstico y terapéutico: las NPM funcionalizadas

deberian presentar un agente que facilite el diagndstico (resonancia magnética por

imagen) asi como un componente con actividad terapéutica.
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De esta forma, podemos funcionalizar las NPM con [*71:

1) Biomoléculas

En el disefio de las NPM pueden acoplarse a la superficie biomoléculas tales como: enzimas,
anticuerpos (herceptina), proteinas (biotina, albimina, avidina). Esto permite a la NP mejorar
su biocompatibilidad y unirse a la diana de forma especifica.

Estas biomoléculas pueden tener fines muy distintos: activacion de mecanismos de apoptosis
celular, estimulacion de la respuesta inmune, interferencia con la adhesion celular y con
receptores de membrana, inhibicion de kinasas...

2) Agentes quimioterapéuticos

La vectorizacion de NPM de oxido de hierro con agentes quimioterapéuticos es una novedosa
manera de tratar el cancer. La mayoria de los agentes quimioterapéuticos no presentan
especificidad celular y por tanto pueden dar lugar a efectos no deseados. Su integracion en
nanoparticulas permite su concentracion en el sitio diana, disminuyendo los efectos
secundarios. Existen numerosas estrategias que permiten la integracion de estos agentes con
las NP: formacion de complejos con compuestos hidrofébicos, enlaces covalentes... La
suspension de nanoparticulas resultante se denomina ferrofluido, que se inyecta en la arteria
principal que riega el 6rgano donde se localiza el tumor. El uso de un campo magnético
externo, como veremos mas adelante, permite la concentracion de dichas NPM en el tumor.
Se han utilizado agentes quimioterapéuticos como la doxorubicina, mitoxantrona, etopésido,
metotrexato...

3) Radiondclidos

Los radionuclidos (especialmente los emisores beta) pueden funcionar como agentes
terapéuticos. Dan lugar a radicales libres que dafian el DNA y finalmente inducen la
apoptosis. En comparacion con los agentes quimioterapéuticos los radionuclidos plantean un
reto en cuestiones de disefio ya que estan continuamente en proceso de desintegracion y
tienen una escasa especificidad, pudiendo dafar practicamente casi cualquier célula del
cuerpo. Para limitar este problema, el complejo radionuclido-SPION debe permanecer intacto
durante la emision de radiacion incluso después de haber entrado en la célula tumoral. En la
actualidad, hay is6topos radioactivos como el ¥Re conjugados con SPIONS.

4) Acidos nucleicos: terapia génica

La transfeccion genica es un proceso que presenta varias limitaciones: corta semivida in vivo,
falta de especificidad y una difusion pobre a través de las membranas celulares. Se ha
desarrollado un proceso que consiste en el transporte de acidos nucleicos conjugados a NPM

bajo la influencia de un campo magnético externo. Este campo se coloca debajo de la placa de
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crecimiento celular. EI complejo particula-gen es introducido en el medio de crecimiento vy el
campo magnético rapidamente fuerza a las particulas a contactar con las células en
crecimiento en el fondo de la placa. La eficacia de este método ha sido demostrada puesto que
se facilita la transfeccion.

METABOLISMO DE NPM 28

En el desarrollo de NPM, uno de los grandes objetivos es conseguir un tiempo de
permanencia de las NPM en la sangre que permita su acumulacién en tejidos diana. El
tamario (figura 4) desempefia un papel clave en la biodistribucion in vivo, ya que el tiempo de
permanencia en el organismo depende del tamafio de la particula. En general, el tamafio de la
NP ha de ser lo suficientemente pequefio para evadir la filtracion esplénica pero lo
suficientemente grande como para evadir el aclaramiento renal. Las NP mayores de 200 nm
son secuestradas por células fagociticas del bazo, mientras que las particulas menores de
10nm son rapidamente extravasadas y eliminadas por el rifion. El tamafio 6ptimo para la
administracion intravenosa de las NPM es de 10-100 nm. Ademas del tamafio, la forma y la
flexibilidad de las nanoparticulas son dos pardmetros que requieren investigacion para su
utilizacion in vivo de las NPM.

Aquellas particulas que escapan de la filtracion son susceptibles de ser opsonizadas por las
proteinas plasmaticas y, por tanto, se facilita su reconocimiento por las células del sistema
macréfago-fagocitico (SMF) que provocan la internalizacion via endocitosis de las NPMs.
Estas son agrupadas en los lisosomas donde, presumiblemente, son degradadas a bajo pH por
enzimas hidroliticas a iones hierro. Después de metabolizarse, los iones de hierro se afiaden a

los depdsitos de hierro de los

Nanogarticulas con
didmetro < 20 nm
/ (Ferofiuido)

eritrocitos y  finalmente  son

incorporados por los eritrocitos

Nanoparticilas con
didmetro < 200 nm

(Magentolipesomas)
Nanoparticulas con

diamutro > 200 nm

como parte de la hemoglobina.
/ essedsoioperassescl

Por otra parte, la carga superficial \ié\_o;’ ro-biodegradabes

Tiempo de permanencia en sangre

de la nanoparticula también juega

t % en el plasma 2h Eliminacién por el Dpsonizacién
un papel importante. Se ha s B il lcooms sl
Excretadas por k orina sangre
constatado que las particulas con S .
carga superficial neutra  Figura4. Tiempo de permanencia en sangre en funcion del tamafio de la

nanoparticula
permanecen mas tiempo en el

torrente sanguineo. Como se ha comentado anteriormente, se han desarrollado recubrimientos
como el PEG para evitar el reconocimiento de las NPM por el sistema SMF. También se

pueden encapsular en liposomas o micelas.
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5.3 APLICACIONES DE LAS NANOPARTICULAS MAGNETICAS.

Las NPM tienen numerosas aplicaciones en terapia y en diagnostico. En el siguiente esquema

se resumen las principales:

APLICACTIONES DE LAS NPM

| TERAPIA | | DIAGNOSTICO |
( Hipertermia / ﬂ Separacion y

‘ ablacién térmica ‘ |m| ‘ seleccion

. Magneto-

relaxometria

Vectorizacion de
farmacos

Figura 5. Esquema de las aplicaciones de las nanoparticulas magnéticas.

5.3.1 APLICACIONES TERAPEUTICAS DE LAS NPMs, [151619.20.28]

Las aplicaciones terapéuticas de las NPMs cobran especial relevancia en el tratamiento de
determinados tumores!*®., La mayoria de las NPMs se encuentran en fase de estudio en
ensayos clinicos para el tratamiento de glioblastoma, cancer de mama, cancer de prostata,
tumor cerebral. ..

Hipertermia - ablacion térmica

La hipertermia magnética es un fendmeno que se presenta al exponer una zona corporal que
contiene NPMs a ondas magnéticas de frecuencia igual a varios centenares de MHz. Esta
interaccidn genera calor en la zona por disipacion de energia y permite alcanzar temperaturas
entre 42-45°C durante un periodo minimo de 30 minutos?®l. La energia liberada al medio
dependeré de la cantidad, tamafio de las NPMs utilizadas y de la fuerza del campo magnético
aplicado. Como resultado de este aumento de temperatura, se produce la muerte celular en
dicha zona. Las células tumorales son mas sensibles al incremento de temperatura que las
células sanas. En consecuencia, una de las principales ventajas de esta técnica es que permite
restringir el calentamiento al area tumoral.

La hipertermia se utiliza para complementar otros tratamientos antitumorales actualmente
disponibles como la quimioterapia, radioterapia, cirugia, terapia génica e inmunoterapia.
Ademas de las ondas magneticas, la radiofrecuencia o los ultrasonidos son métodos que
pueden dar lugar a un calentamiento localizado!®?”. Sin embargo, estos métodos de
hipertermia convencionales tienen sus desventajas: dafio en tejido sano, penetracion limitada
de calor (por laser o microondas) en el organismo y dosis térmica insuficiente en la zona

tumoral lo que resulta en un crecimiento recurrente de células tumorales.
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La hipertermia llevada a cabo con NPMs tiene numerosas ventajas en comparacion con los

tratamientos convencionales de hipertermia:

1.

Las células tumorales absorben las NPMs y por tanto aumenta la efectividad ya que el
calor se genera directamente en el tumor.

Las frecuencias de los campos magnéticos oscilantes atraviesan el organismo sin dafiarlo
y generan calor nicamente en tejidos que contienen las NPMs.

Las NPMs pueden atravesar la barrera hematoencefalica y pueden usarse para el
tratamiento de tumores cerebrales

Comparados con los implantes macroscopicos, el calor que generan las NPMs es mas
homogéneo.

Se puede inducir inmunidad antitumoral.

La hipertermia también puede utilizarse para la liberacion controlada de farmacos, como
veremos mas adelante.

La ablacién térmica se consigue cuando el incremento de temperatura llega alrededor de
50°C. Se ha empleado como terapia de rescate (tratamiento empleado cuando fracasan

otros tratamientos) tras fallos post-radioterapia.

Vectorizacion de farmacos [*°!

El

método de la vectorizacion de

Calula tumoral

farmacos bajo la influencia de un Endotelio neovascular

campo magnético externo implica:
1.

La inmovilizacién o conjugacisn @ T@ e T e e =

dE| férmaco en Ia NPM. Glabulo rojo Nanoparticula « ™o *
Inyeccion intravenosa 0 Célula sana

intraarterial. ( ,

Aplicacion de un  campo
) ) Figura 6. Vectorizacion de farmacos mediante campo magnético
magnético externo de alto gradiente. externo.

Concentracion de las NPMs en el lugar afectado.

Liberacion del farmaco por accion enzimatica, cambios en el pH o temperatura.

La investigacion y desarrollo de las NPMs (FIuidMAG®) ha permitido que éstas puedan

acumularse en tumores y en lugares inflamados e infectados. Estas patologias se caracterizan

por anormalidades estructurales en la vasculatura. Asi, los vasos sanguineos en estos casos

son méas permeables (Figura 6) y menos firmes, permitiendo que las nanoparticulas puedan
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extravasarse y acumularse méas facilmente. Este es el efecto conocido como EPR (Enhanced
Permeability and Retention effect).

Como norma general, los estudios indican que cuando las fuerzas magnéticas superan los
valores de flujo sanguineo en arterias (10cm/s) o capilares (0,05cm/s), Las NPMs seran
retenidas en el sitio deseado y podran ser internalizadas por las células endoteliales del tejido
diana.

Limitaciones de la vectorizacion por control magnético

El gradiente magnético disminuye a medida que aumenta la distancia entre la fuente externa
de campo magnético y la zona objetivo. Por ello, la principal limitacion de esta técnica reside
en la fuerza del campo magnético que puede ser aplicada para alcanzar el gradiente magnético
necesario para controlar el tiempo de permanencia de las NPMs en el area deseada.

Otra limitacién hace referencia al pequefio tamafio de las NPs, requisito para el
superparamagnetismo. Un tamafio pequefio implica una respuesta magnética de fuerza
reducida, dificultando el direccionamiento de las NPMs asi como su resistencia al flujo
sanguineo de la zona diana.

La vectorizacion es mas eficaz en regiones con flujo sanguineo de baja velocidad v,
concretamente, cuando la fuente del campo magnético esta cerca del tejido diana.

En cuanto a las aplicaciones biomédicas, existen limitaciones relativas a la extrapolacion de
modelos animales a modelos humanos. Hay numerosos parametros fisiologicos a considerar:
peso, volumen sanguineo, ritmo cardiaco, tiempo de circulacion hasta el tumor... Relacionado
con esto, los estudios de toxicidad en muchos casos son insuficientes.

Otras aplicaciones biomédicas [*°!

La vectorizacién por control magnético es un proceso que esta siendo estudiado para su
implantacion en terapias antiinflamatorias. Ademas podrian ser sistemas Utiles en la
enfermedad de Alzheimer, Parkinson, encefalitis y meningitis. Por ultimo, se han realizado
estudios sobre la utilizacion de la vectorizacién magnética para destruir trombos. Glébulos
rojos autologos cargados con un coloide ferromagnético y con aspirina fueron administrados
de forma intravenosa y bajo el efecto del campo magnético revirtieron la trombosis.

5.3.2 APLICACIONES DIAGNOSTICAS DE LAS NPMs. [?42¢

Resonancia Magnética de Imagen

La Resonancia Magnética de Imagen (RMI) es una de las técnicas mas utilizadas en la
actualidad como herramienta diagndstica no invasiva. Se basa en la diferencia de las

relajaciones magnéticas nucleares de los protones del agua entre los fluidos bioldgicos y los
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tejidos solidos. Un agente de contraste modifica la velocidad de relajacion magnética nuclear
de los protones de su entorno y cambia el contraste de la sefial. En la actualidad existe un
creciente interés en disefiar nuevos tipos de agentes de contraste que permitan un diagnostico
sensible y satisfactorio de patologias especificas. EI mayor inconveniente es que la mayoria
de las pruebas de imagen que se emplean actualmente en clinica utilizan compuestos de bajo
peso molecular que en ultimo término tienden a ser inestables, poco especificos, toxicos y
rapidamente eliminados. Mediante el empleo de NPMs funcionalizadas adecuadamente
(Feridex®, Resovist®) y el uso de un campo magnético externo se disminuyen estos
problemas. Las NPMs se acumulan preferentemente en tejidos tumorales.

Separacion vy seleccion

La extraccion en fase solida es un método utilizado para aislar y preconcentrar los
componentes deseados de una muestra analitica. Sin embargo, cuando se tratan volimenes
muy grandes de muestra, esta técnica consume mucho tiempo. El uso de adsorbentes
magnéticos o magnetizables, formados por NPMs, se denomina extraccion en fase solida
magnética. Consiste en afiadir el adsorbente magnético a la disolucién que contiene la
sustancia a separar, que se adhiere a la superficie de la NPM y con un separador magnético se
recupera dicha sustancia.

Magneto — relaxometria

Es un método de evaluacién de inmunoensayos. Se mide la relajacién del momento magnético
neto de un sistema de NPMs después de quitar el campo magnético. Permite distinguir entre
conjugados unidos y libres.

5.4. CASO PARTICULAR: Combinacion de hipertermia magnética y liberacion de agentes

antitumorales con nanoparticulas magnéticas en el tratamiento de cancer de mama. 4

Un estudio llevado a cabo en 2015 en el Jena University Hospital en Alemania demuestra la
eficacia del tratamiento antitumoral mediante el uso de las NPMs. Se utilizaron unas NPMs a
las que denominaron MF66. EI método de sintesis fue la co-precipitacion. Estas NPMs fueron
funcionalizadas electrostaticamente con Nucant (pesudopéptido multivalente; MF66-N6L),
doxorubicina (DOX; MF66-DOX) o ambos (MF66-N6LDOX). La eficacia terapéutica se
analizé en tumores subcutaneos en ratones.

Se estudiaron dos grupos de ratones; el grupo “a” fue tratado con hipertermia mientras que el
grupo “b” no. En ambos grupos se usaron los ligandos (N6L y DOX) libres, cada uno de los
ligandos, por separado, conjugados a la NPM asi como ambos conjugados a la vez. Ademas

hay un grupo control (ddH20) en cada grupo que no se expone al campo magnético alterno.
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En la Figura 8 se recogen los resultados obtenidos en cada grupo en cuanto al tamario relativo

del tumor. Como se puede observar, se obtuvo una reduccién significativa del volumen

tumoral en aquellos animales que fueron tratados con hipertermia frente a aquellos que no.
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6. CONCLUSIONES
Podemos extraer las siguientes conclusiones:

1.

Existen diversos sistemas de control extracorpéreo, destacando la luz, campo eléctrico,
sonido y campo magnético.

Encontramos cuatro métodos principales de sintesis de NPMs: co-precipitacion (mas
frecuente), descomposicion térmica, microemulsificacion y sintesis hidrotermal.

Los sistemas de control extracorpéreo, como las NPMs, pueden ser funcionalizadas con
diversas sustancias: biomoléculas, agentes quimioterapéuticos, radionuclidos y acidos
nucleicos.

Las NPMs ofrecen numerosas aplicaciones terapéuticas y diagndsticas. Son
especialmente eficaces en el tratamiento antitumoral puesto que, gracias a sus

propiedades, pueden producir hipertermia o ablacion térmica al ser sometidas a un campo

magnético externo. Como resultado, se destruyen selectivamente las células cancerosas y

se evitan en gran medida la aparicion de efectos indeseados.
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