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1. RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares son hoy en dia una de las principales
causas de muerte en todo el mundo. A pesar de la gran cantidad de estudios y
farmacos desarrollados durante las ultimas décadas siguen teniendo una gran
prevalencia en nuestra sociedad. El principal problema que presentan estas
patologias son los escasos sintomas que presentan durante el transcurso de la
enfermedad, siendo en la mayoria de veces tratados cuando el dafio ya esta
hecho.

El desarrollo de la nanomedicina resulta de gran interés para la prevencion y
tratamiento de dichas patologias. Mediante particulas magnéticas se pretende
guiar y retener intencionadamente particulas hacia el sitio diana, como puede ser
el corazon. Algunos materiales como el Oxido de hierro presentan un
comportamiento magnético que permite esta vectorizacion. Los métodos de
sintesis actuales y los diferentes materiales de cobertura permiten su utilizacion
en diferentes campos.

Las aplicaciones mas relevantes relacionadas con enfermedades
cardiovasculares se centran en métodos de diagndstico por imagen y en su
tratamiento. La resonancia magnética emplea agentes de contraste basados en
nanoparticulas de oxido de hierro que han demostrado una mejora en el
diagnostico. Las investigaciones referidas al tratamiento de enfermedades
cardiovasculares se centran en el infarto de miocardio y la posterior recuperacién
del tejido afectado, que no se regenera por si solo. A pesar de que se han
conseguido algunos resultados positivos, aun son necesarias futuras
investigaciones para solventar algunas limitaciones y poder ser empleadas como
tratamientos eficaces. El uso de nanoparticulas magnéticas son una

prometedora herramienta que puede aportar beneficios en dichas patologias.



2. INTRODUCCION

Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte en todo el
mundo, segln recoge World Health Organisation (WHO) en su base de datos”.
Se entiende por enfermedad cardiovascular toda aquella relacionada con el
corazon y/o los vasos sanguineos, arterias y venas. Las enfermedades mas
caracteristicas de este extenso grupo son el infarto de miocardio y la cardiopatia
isquémica causada por el estrechamiento y endurecimiento de las arterias
coronarias. Este proceso que tiene lugar en las arterias se denomina
arterioesclerosis y se caracteriza por ser de formacion lenta y asintomatico. Se
produce por la formacion de colageno y depdésito e infiltracion de lipidos y células
inflamatorias en las paredes de las arterias?.

La mayoria de enfermedades cardiovasculares son prevenibles. Los factores de
riesgo que aumentan las posibilidades de sufrir una enfermedad cardiovascular
son: dieta inadecuada, inactividad fisica, estrés, consumo de tabaco y consumo
nocivo de alcohol.

Una continua exposicion a estos factores puede derivar en comorbilidades
asociadas, las cuales se dan antes de la propia enfermedad cardiovascular. Las
manifestaciones mas comunes se presentan en forma de hipertension arterial,
hiperglucemia, hiperlipidemia, sobrepeso y obesidad, los cuales también son
indicativos de un aumento del riesgo de sufrir ataques cardiacos, accidentes

cerebrovasculares, insuficiencia cardiaca u otras patologias cardiovasculares?.

Tratamientos

Las enfermedades cardiovasculares se suelen diagnosticar a raiz de un episodio
violento como puede ser un infarto de miocardio o a través de las comorbilidades
anteriormente nombradas. Es decir, son enfermedades que se suelen
diagnosticar posteriormente a la lesion. El gran problema que presentan para su
diagndstico es que no se refieren sintomas durante el transcurso de la patologia.
Es por ello, que un diagndstico temprano puede ser decisivo en el tratamiento de

la patologia. Cuanto antes se detecte el problema antes se pueden buscar



soluciones. Esto es importante ya que, como se ha mencionado anteriormente,
la mayoria de enfermedades cardiovasculares son prevenibles.

El tratamiento de las patologias cardiovasculares no suele ser sencillo. En
muchas ocasiones se precisan de métodos tremendamente invasivos como
cirugias o de tratamientos farmacoldgicos que afectan a la totalidad del sistema
cardiovascular y que presentan multitud de complicaciones. Un ejemplo de ello
es la terapia farmacoldgica con anticoagulantes.

La nanomedicina abre un abanico de posibilidades para el diagndstico precoz y
el tratamiento de estas patologias. Entre ellas parece que destacan por su
aplicabilidad en este sector las nanoparticulas magnéticas. Se pretende reducir
las complicaciones actuales usando sistemas de administracion dirigida que
pueden ayudar a realizar un diagnodstico temprano, asi como evitar cirugias o

estados avanzados de la enfermedad.

Nanoparticulas magnéticas.

Las nanoparticulas magnéticas son particulas de tamafio comprendido entre 1y
100 nandmetros que presentan propiedades magnéticas. Esto quiere decir que
pueden ser controladas mediante un campo magnético externo. Esta
caracteristica se debe fundamentalmente a la naturaleza del material que forma

el nucleo de la particula, siendo los mas habituales 6xidos de hierro.

Propiedades fisicoquimicas.

El comportamiento magnético de un material depende de los electrones de los
atomos que contiene, en concreto de los electrones desapareados y del orbital
en el que se encuentren. Una particula cargada eléctricamente, como lo son los
electrones, cuando gira crea un dipolo magnético. Al aplicar un campo magnético
externo, los dipolos se ordenan con el campo. Segun la respuesta al campo
externo, se distinguen varios tipos de comportamiento: diamagnetismo (repele el
campo magneético), paramagnetismo, ferromagnetismo, antiferromagnetismo y
ferrimagnetismo*.

La diferencia entre estos comportamientos se basa en el sumatorio de todos los
momentos de los electrones representado en la figura 1. Si todos los momentos



se cancelan entre si, dando un sumatorio nulo, no existe un momento magnético
total. Este comportamiento se conoce como antiferromagnetismo. Si la

cancelacion es solo parcial, el material puede ser para-, ferro- o ferrimagnético®.
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Figura 1. Representacioén de la alineaciéon de los momentos de los electrones en presencia de un campo magnético

externo®.

Se conocen dieciséis oxidos de hierro, de los cuales tres presentan propiedades
interesantes para generar nanoparticulas magnéticas con potencial para ser
biocompatibles y generar aplicaciones. Estos son; la hematita (a-Fe20s3), la
magnetita (FesO4) y la maghemita (y-Fe203)". Todos ellos presentan estructuras
y propiedades magnéticas diferentes, que les hacen interesantes para sintetizar
nanoparticulas magnéticas. La figura 2 muestra las distintas estructuras
cristalinas de la hematita, magnetita y maghemita.

La hematita presenta una buena estabilidad en condiciones ambientales, es
semiconductor y antiferromagnética a temperatura ambiente. Los momentos
magnéticos se cancelan entre si y no se observa magnetismo de manera obvia.

Puede ser utilizada como precursor para la sintesis de magnetita y maghemita.



La magnetita es ferromagnética. Es decir, presenta todos los momentos
magnéticos pareados y alineados paralelamente al campo magnético externo
aplicado. Mantienen el posicionamiento paralelo aun cuando el campo cesa y el
sumatorio de los momentos es el responsable del magnetismo o efecto iman.
La maghemita, es ferrimagnética. Aunque también presenta un alineamiento
paralelo al campo externo aplicado, el sumatorio de los momentos no es cero.
Sin embargo, cuando el diametro de las estructuras cristalinas se reduce a la
escala nanometrica pueden presentar en ocasiones comportamiento
superparamagneético. Este fendmeno se observa en diametros menores de 35
nm y se basa en el cambio continuo y aleatorio de la orientacion del momento
magnético debido a la temperatura®.

A diferencia del ferri o ferromagnético, unicamente retienen el momento
magnético en presencia de un campo magnético externo. Cuando cesa el campo
magneético externo, vuelven a su estado no magnético.

Existe una relacién entre las propiedades de las nanoparticulas con la estructura
cristalina y el tamafno de la misma. La elecciéon de un método particular de
sintesis puede determinar el tamano y la estructura cristalina, alterando por lo
tanto las propiedades de la nanoparticula magnética. La figura 2 representa las
diferentes estructuras de la hematita, magnetita y maghemita.

Tras la sintesis, las nanoparticulas de hierro forman capas de 6xido de hierro en
su superficie. Estas capas no penetran en la particula y forman un escudo
alrededor del nucleo.

Los 6xidos de hierro son muy reactivos frente a cualquier agente oxidante,
especialmente al aire ya que las particulas en condiciones ambientales no son
estables, y se oxidan. Para evitar esta oxidacion, se debe trabajar en ambiente
anaerobio. Al ser oxidadas pierden las propiedades magnéticas y de no
aglomeracion. Para protegerlas de la oxidacion se recubren con materiales que
no alteren sus propiedades magnéticas. Materiales como el oro o la silice
(dioxido de silicio) alteran las propiedades magnéticas. Por el contrario,
materiales como el magnesio alteran muy poco las propiedades magnéticas y

obtienen buenos resultados, aunque no ideales®.
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Figura 2. Estructura cristalina de hematita, magnetita y maghemita. (Color negro es Fe?*, color verde es Fe**y color rojo
es 0%)'°,

Sintesis y composicion.

Las nanoparticulas magnéticas se caracterizan por poseer un nucleo de 6xido
de hierro. Este nucleo posteriormente se puede recubrir con diversos materiales
lo que determina su aplicacion. Existen diferentes métodos de sintesis y
preparacion de estos nucleos para la posterior formacién de nanoparticulas
magneéticas. En la tabla 1 se comparan las caracteristicas de los métodos de
sintesis principales. Estos pueden clasificarse segun su naturaleza en®:

1. Métodos fisicos. Son procedimientos complicados que no ofrecen la
posibilidad de controlar el tamafio en la escala nanométrica.

2. Métodos quimicos. Son procedimientos sencillos, factibles y eficientes
que permiten el control del tamafio, forma y composicion. Suelen ser
los mejores adaptados, teniendo un coste de produccion bajo y un alto
rendimiento.

3. Métodos biologicos. Son procedimientos microbioldgicos, se obtienen

costes bajos y alta reproducibilidad, pero consumen mucho tiempo.

Los métodos de sintesis mas utilizados son los siguientes:

Coprecipitacion. Se basa en la coprecipitacion de Fe?*y Fe® junto a una base
para sintetizar 6xido de hierro. El tamafo, la forma y la composicion depende del
tipo de base, estado de oxidacién del hierro, pH y fuerza i6nica. En general, se
sintetiza afiadiendo una sal a una mezcla acuosa de clorhidrato de Fe?*y Fe®*

con una relacion molar de 1:2''. Se produce la precipitacion de Fe3s0s como



muestra la ecuacion 1 y su posterior oxidacidn en presencia de oxigeno como
muestra la ecuacion 22,

Fe?*+ 2Fe® + 80OH —» Fe304 + 4H0 (1)
FesO4 + 1/402+4/5H20 — 3Fe (OH)** (2)
Para prevenir la oxidacién completa del Fe3Os y su aglomeracion se suele
recubrir con moléculas organicas e inorganicas, ademas de trabajar en un
ambiente sin oxigeno. La estrategia consiste en realizar la sintesis mientras se
inyecta N2, ya que a la vez que protege de la oxidacion, reduce el tamafio de la
particula.

En un ambiente sin oxigeno la precipitacion del Fe3O4 se puede producir a pH
entre 9 y 14, manteniendo la relacién molar (de Fe?*y Fe®")S.

Microemulsion. El método de microemulsién de micela inversa (agua en aceite)
es el de eleccidn para la formacion de nanoparticulas magnéticas debido a que
se consigue gran area interfacial, baja tension interfacial, estabilidad
termodinamica y propiedades Unicas®. Las nanoparticulas se estabilizan
mediante moléculas emulgentes. Se emplean emulgentes de tipo catidnico,
anionico o no ionico. La versatilidad en el proceso de sintesis es la principal
ventaja de este método. Sin embargo, como principal desventaja los residuos de
tensioactivo presentan efectos adversos y dificultades para escalar los

procedimientos a nivel industrial®.

Método sol-gel. Se basa en la hidroxilacion y condensacion de precursores
moleculares en solucion. En primer lugar se obtiene una solucion, que
posteriormente se seca o se hace gel mediante solventes o reacciones quimicas,
obteniendo finalmente la red tridimensional del oxido'°. El solvente usado es el
agua pero los precursores son hidrolizados usando un acido o una base. Al
emplear una base se obtiene un gel coloidal, mientras que si se utiliza un acido
se obtiene un gel polimérico. La reaccion transcurre a temperatura ambiente,

pero se necesita calor para obtener el estado cristalino®.



Método fase gas/aerosol. Es el método adecuado si se desea una produccion
elevada, continua, directa y definida de nanoparticulas. Se distinguen dos tipos,
el método por atomizador y por laser de pirolisis, siendo las dos técnicas
eficientes®. En el atomizador se rocia una solucién de sales de hierro en un
reactor junto con la presencia de agentes reductores. El soluto se condensa y el
solvente se evapora'. Posteriormente se seca el soluto. Seguin qué precursores
de hierro se empleen se obtienen particulas de magnetita de entre 5 y 60nm con
diversas formas. En el laser de pirolisis se excita un sensibilizador mediante
radiacion laser de CO2, que transmite la energia a los reactantes. Se produce la
reaccion quimica y la posterior nucleacion de particulas. Ambos métodos
producen particulas de alta calidad, pero el rendimiento es bajo®.

Método polioles. Se obtienen particulas de forma y tamafio bien controlados,
alrededor de 100nm mediante hidréxido ferroso en medio organico. Se emplean
solventes como polioles y polietilenglicol, que otorgan propiedades interesantes
como poder disolver compuestos inorganicos o trabajar en amplios rangos de
temperatura debido a su alto punto de ebullicion®. El tipo de polioles, la sal, la
concentracion, y otras condiciones fisioldgicas afectan al tamano, forma,
crecimiento y rendimiento. El rendimiento y tamafo es dependiente a su vez de

la reduccion de los polioles .

Reaccion hidrotermal. Se llevan a cabo en medio acuoso en un reactor o en un
autoclave a una temperatura de mas de 200°C®. Se deshidrata la sal de metal y
debido a la baja solubilidad de los 6xidos en medio acuoso se satura el medio.
Se obtienen particulas con una distribucién de tamafio muy estrecha, aunque
requieren de un elevado tiempo para la correcta obtencion y presentan un bajo
rendimiento®. Para superar estos inconvenientes se pueden emplear radiacién
por microondas, la cual produce una nucleacion homogénea, del mismo modo
que la reaccion hidrotermal. La diferencia radica en un tiempo de cristalizacion

muy corto debido al calor uniforme de las ondas de un horno microondas®.
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Sonolisis. Se basa en la descomposicién de precursores organometalicos. Se
emplean polimeros, agentes organicos u otras estructuras para limitar el
crecimiento. En primer lugar se mezcla una base con cloruro férrico hidratado. A
continuacion, se irradia con ultrasonidos y se producen alteraciones en el medio
acuoso, formando burbujas®. Se puede llegar a 5000°C favoreciendo reacciones
quimicas. Con la induccién termal se obtienen nanoparticulas de estructura
cristalina’ mientras que con ultrasonidos se obtienen nanoparticulas de

estructura amorfa®.

Temperatura Tiempo Control
Distribucion de
Método de reaccion de Solvente de la Rendimiento

tamanos
(°C) reaccion forma

Muy : No
Coprecipitacion . 20-90 Minutos Agua Estrecha Alto
simple bueno
Complicad Agentes .
Microemulsién 20-50 Horas o Estrecha Bueno Bajo
a organicos
Complicad .
Sol/Gel 20-200 Horas Agua Estrecha Bueno Medio
a
Complicad ) ;
Gas/aerosol >100 Minutos Agua Estrecha Medio Alto
a
Complicad :
Polioles 20-200 Horas Agua Estrecha Bueno Medio
a
Muy ,
Hidrotermal Simple 200-250 Horas/Dias Agua/etanol Muy estrecha . Medio
ueno
Muy Agua/Agentes .
Sonolisis 20-50 Minutos ) Estrecha Malo Medio
simple organicos

Tabla 1. Métodos de sintesis de los principales métodos de sintesis®®1°,

Cobertura

Para dotar a los nucleos magnéticos de la necesaria biocompatibilidad y asi
lograr aplicaciones biomédicas de las nanoparticulas magnéticas se deben
cumplir dos puntos importantes; la estabilidad de las particulas de magnetita en
disolucién y la no aglomeracion. Para alcanzar estas premisas, es importante la
utilizacién de una apropiada cobertura.

Hay dos modelos de aplicacion de coberturas. La que se realiza durante la
sintesis, y la que se realiza en una etapa posterior a la sintesis del nucleo.
Aunque mas complicada, la cobertura durante la sintesis proporciona una mayor

estabilizacidn en el tiempo y conserva mejor las propiedades magnéticas.
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Las coberturas se pueden clasificar en dos grandes grupos, atendiendo a su

naturaleza; organicas e inorganicas.

e Cobertura organica. Presentan biocompatibilidad, y previenen de la
aglomeracion de particulas al modificar la superficie a un estado hidrofilico
mediante grupos funcionales como hidroxil, carboxil, amino y aldehidos. Tres
aspectos son importantes en la cobertura organica; las propiedades magnéticas,
la biocompatibilidad y la capacidad de unién a otras estructuras como farmacos,
anticuerpos, proteinas, enzimas y ADN. Las propiedades magnéticas suelen ser
el factor limitante en la cobertura por tanto se buscan moléculas que alteren al
minimo esta propiedad. A su vez, las coberturas que alteran dicha propiedad
suelen tener buena capacidad de union a otras estructuras y biocompatibilidad.
La figura 3 muestra estructuras posibles de las coberturas organicas. De acuerdo
con la literatura, las coberturas organicas se categorizan en emulgentes,
polimeros y moléculas biolégicas®°.

e Emulgentes. Son agentes activadores de superficie, permiten mejorar la
biocompatibilidad, estabilidad y aseguran la no aglomeracion de particulas
al reducir la tension superficial del liquido. Segun su naturaleza se
distinguen tensioactivos solubles en lipidos o en aguab®.

e Polimeros. Estabilizan las nanoparticulas creando altas fuerzas de
repulsion entre particulas. Se distinguen entre polimeros naturales como
el dextrano o sintéticos como el polietilenglicol PEG. Ambos tipos son
biocompatibles, aunque los naturales son mas adecuados®.

e Moléculas biolégicas. Proteinas, anticuerpos y polipéptidos pueden
funcionar como coberturas debido a su gran biocompatibilidad®. En
concreto, la albumina se selecciona, con frecuencia, debido a sus
excelentes propiedades'®. El principal inconveniente que presentan en

general es el notable incremento de tamafio.
e Cobertura inorganica. Estos materiales suelen tener buena estabilidad quimica

y propiedades multifuncionales. Sin embargo, no tienen la capacidad de union
que pueden presentar las coberturas organicas®.
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e Metalica. El oro, la plata, el cobre, el platino, el paladio o el hierro son los
principales materiales de cobertura que protegen y mejoran las
propiedades magnéticas de las particulas de 6xido de hierro. A diferencia
de otros materiales, el material metalico no aumenta mucho el diametro
tras la cobertura® 1.

e Ceramica. Poseen excelentes cualidades en cuanto a estabilidad térmica,
quimica y funcionalidad. Ademas, son biocompatibles y no se aglomeran.
Se emplea el carbdn o la silice. La cobertura con silice es relativamente
facil de realizar y tiene un coste bajo, pero incrementa el tamafio vy

aumenta la distribucion de tamafo de las estructuras®.

I Magnetic IONPs [ Functional materials A | Functional materials B
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Figura 3. Posibles estructuras resultantes de diferentes coberturas de nanoparticulas magnéticas'®.

Aplicaciones
Debido a las interesantes propiedades magnéticas de los éxidos de hierro y la
funcionalidad de las coberturas, las nanoparticulas magnéticas son objeto de
estudio e interés debido a su potencial para ser aplicadas en diferentes campos.
En la agricultura, se estan desarrollando productos a escala nanométrica como
nanofertilizantes, nanofungicidas, o nanotubos de carbon para incrementar la
produccion de la cosecha. Se emplean nanoparticulas de hierro como agente
profertilizante para las semillas. Son procedimientos seguros, que permiten
reducir la dosis utilizada en comparacion con productos quimicos y no dejan

residuos en el suelo™15,
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Asimismo, se estan utilizando nanoparticulas magnéticas en control
medioambiental, siendo Utiles en la deteccidén y monitorizacion de la polucion’.
También es interesante la produccidon de agua potable mediante el tratamiento
con las nanoparticulas magnéticas. En este caso se utilizan para crear una
barrera permeable con capacidad de adsorcién que permite la eliminacién de los
contaminantes'”.

En otros campos como la construccion, la automocion, defensa o aeronautica,
las nanoparticulas magnéticas tienen un gran abanico de posibilidades
trabajando como sensores, aditivos, coberturas'®, o formando parte de laminas
fotovoltaicas generadoras de electricidad o energia térmica’®.

Las aplicaciones biomédicas estan siendo muy productivas y tienen gran
potencial debida a sus propiedades de biocompatibilidad, y no aglomeracion que
permiten su aplicacion en multitud de situaciones clinicas. Algunas de las mas
destacadas son: el marcado, identificacion y separacion celular, la reparaciéon de
tejidos, y soluciones contra enfermedades del sistema muscular u otras que
cursan con inflamacién. También se estan intentando emplear para el
tratamiento del cancer, el virus de la hepatitis B, el virus de la gripe, agentes
antirretrovirales o para prevenir el envejecimiento de la piel>%°.

Una de las aplicaciones mas relevantes relacionada con la terapéutica es la
hipertermia en el tratamiento de tumores. En este método, el tejido afectado o
las células tumorosas se calientan localmente hasta su destruccion.
Dependiendo de la fuente que genera el calor, se pueden diferenciar técnicas
eléctricas, Opticas o magnéticas. La intensidad del calor generado y la precision
donde actua son los factores clave a tener en cuenta en este proceso. La técnica
magneética es la mas adecuada debido a estos dos factores. Durante el proceso,
las particulas son inyectadas en el torrente sanguineo, y posteriormente dirigidas
a la localizacion del tumor mediante campos magnéticos de corriente continua.
Posteriormente se aplican campos magnéticos de corriente alterna para generar
calor hasta los 42°C aproximadamente, donde los procesos enzimaticos que
mantienen las células vivas se destruyen?'.

Para poder comparar y determinar que materiales son mas apropiados para la

generacion de calor, se cred una unidad de medida por volumen llamada

14



“specific loss power” (SLP). Cuanto mas SLP genera una particula mas
adecuada es. SLP depende de varios factores como el tamafio de particula,
distribucion, anisotropia y superficie. Las particulas mas pequefias generan
menos calor. Como en otros métodos anteriormente mencionados, la
biocompatibilidad juega un papel muy importante en esta aplicacion. Existen
materiales como CoFe20O4 con una alta SLP, pero debido a su incompatibilidad
biolégica no son aptos. De nuevo, los 6xidos de hierro y especialmente las
nanoparticulas de magnetita son excelentes candidatas por su
biocompatibilidad, propiedades magnéticas y estabilidad quimica. Ademas, la
utilizacion de diferentes coberturas como ceramica, polimeros, emulgentes y
biomoléculas modifican su superficie y mejorar sus propiedades??23,

Es un método que esta relacionado con los sistemas de administracion dirigida
de farmacos, ya que se requiere de esa selectividad para su finalidad y se puede
complementar con técnicas de diagndstico por imagen. La presencia de
nanoparticulas magnéticas es la responsable, por tanto, de causar hipertermia
dirigida, y los efectos adversos utilizando esta estrategia se reducen
considerablemente. Estudios in vivo avalan el efecto de la hipertermia magnética
en la disminucion del volumen de tejido tumoral, en concreto, el realizado
mediante liposomas magnéticos cationicos en hamster con osteosarcoma?“.
Las aplicaciones biomédicas que mas han progresado y también son mas
interesantes estan relacionadas con la mejora de técnicas de diagndstico por
imagen como la resonancia magnética o su uso como sistemas de
administracion dirigida de farmacos. La informacion sobre dichas aplicaciones se
detalla en el apartado de resultados.

3. OBJETIVOS

La administracion dirigida de farmacos pretende liberar el farmaco

selectivamente a un tejido o célula deseada. Las nanoparticulas de magnetita en
concreto presentan cualidades idéneas como biocompatibilidad, dispersabilidad
y capacidad de union a otras estructuras. Estas particulas se utilizan como

portadores o vectores y pueden ser movilizados mediante campos magnéticos
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externos. De esta manera existe una menor pérdida de farmaco, una mayor
concentracion del mismo en el sitio de accién y una disminucion de los efectos
adversos en el organismo.

El trabajo de fin de grado pretende cumplir con los objetivos de:

-Realizar una revision bibliografica sobre la administracion dirigida de farmacos
mediante nanoparticulas magnéticas y su impacto en las enfermedades
cardiovasculares.

-Analizar las posibilidades que ofrecen las nanoparticulas magnéticas frente a
las limitaciones de las actuales técnicas en el diagnostico y tratamiento de

enfermedades cardiovasculares.

4. MATERIALES Y METODO

La revisidn bibliografica se ha realizado empleando la base de datos Medline,

mediante el buscador PubMed.

La ecuacion de busqueda se ha generado mediante multiples combinaciones de
los siguientes descriptores: “cardiovascular disease”, “drug delivery system’,
“‘magnetite nanoparticle”, “nanoparticle”,

Los filtros utilizados han sido: “free full text”, y en ocasiones “humans” y “review”
para acotar la busqueda, ya que existe un gran numero de articulos relacionados
con el tema.

A través de los articulos mas relevantes, se ha accedido a otros articulos citados

en las referencias de éstos.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

En los ultimos afios el numero de articulos relacionados con las nanoparticulas

magnéticas y sus aplicaciones esta aumentando de manera exponencial. La
figura 4 muestra el crecimiento del numero de publicaciones en esta area segun
la base de datos PubMed. Se entiende, por tanto, que es un tema de interés e

impacto en la actualidad cientifica.
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Figura 4. Numero de articulos relacionados con las nanoparticulas magnéticas basado en la base
de datos PubMed®.

Las caracteristicas imprescindibles para las aplicaciones biomédicas de las
nanoparticulas magnéticas son la ausencia de toxicidad y la biocompatibilidad.
A partir de estas premisas basicas, son muchos los factores que pueden afectar
a la funcionalidad y efecto de las estructuras en si mismas y en el organismo
vivo. La toxicidad depende de la propia naturaleza tanto del material responsable
del magnetismo, O6xidos de hierro generalmente, como del tamafio final de la
estructura incluyendo las coberturas. También es importante que los materiales
presenten una adecuada magnetizacion que les permita ser controlados a través
del torrente sanguineo mediante campos magnéticos externos. En situaciones
donde el tiempo de retencidn en sangre es elevado, la biodistribucion y
biodegradacion adquiere una gran relevancia. El tamafo, la forma y las
coberturas determinan la distribucion biologica en el organismo y la interaccion,
deseada o no, con otros tejidos o células?.

Estudios en farmacocinética, biocompatibilidad y biodistribuciéon en animales
sugieren el bazo, higado y riidn como localizacion mas probable de encontrar
nanoparticulas de hierro, siendo el bazo e higado los tejidos que presentan
mayor acumulacién?’. Tras ejercer su funcion la opsonizacién a través de los
macrofagos del higado es una de las vias mas importantes de eliminacion de las
nanoparticulas magnéticas. Se ha probado que, tras 6 horas de una inyeccion
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con nanoparticulas de hierro, mas del 50% se concentra en el higado. La alta
permeabilidad de las particulas de hierro y la vascularizacion son responsables
de su absorcion por el sistema reticuloendotelial y los macrofagos?.

La degradacion de particulas de hierro puede aumentar los niveles de hierro en
los 6rganos, los cuales estan regulados por la ferritina y la transferrina. El
contenido promedio de hierro en un hombre adulto es de unos 5 gramos de
hierro, y se presenta en forma de hemoglobina (65%), mioglobina (4%),
transferrina (0.1%) y ferritina (15-30%). La hemoglobina y la mioglobina forman
complejos proteicos encargados del transporte del oxigeno. La semivida de
estos es de unos 120 dias. Tras ese tiempo, se degradan en el bazo,
aumentando el contenido de hierro. Los macrofagos metabolizan la hemoglobina
en ferritina que se almacena en los hepatocitos o bien, se transforma en
transferrina, la cual es util en la sintesis de nueva hemoglobina en la médula
Osea. La capacidad de excrecion de hierro del organismo es muy limitada. Las
pérdidas diarias de hierro son de 0,9-1,5 mg/dia (0,013 mg/kg/dia) en los
hombres adultos. De éstos, 0,35 mg se pierden en la materia fecal, 0,10 mg a
través de la mucosa intestinal (ferritina), 0,20 mg en la bilis, 0,08 mg por via
urinaria y 0,20 mg por descamacion cutanea?.

Se cree que la degradacién de particulas de oxido de hierro ocurre, a nivel
molecular, de manera similar a la ferritina la cual actua como depdsito de hierro.
El sistema reticuloendotelial degrada las particulas de hierro administradas que
tengan un tamario mayor de 15 nm3. Nissim y Robson®' y Richter3? relacionaron
la biodegradacion de particulas de 6xido de hierro junto con el papel de la ferritina
y transferrina en la biodistribucion de los productos de degradacion al observar
un notable incremento de la ferritina en los macrofagos del bazo tras la inyeccion

de particulas de hierro.

5.1. Diagnéstico Cardiovascular

Muchas enfermedades cardiovasculares se caracterizan por presentar una
respuesta inflamatoria que pone en marcha complejos mecanismos de
reparacion tisular. Algunos ejemplos pueden ser: ateroesclerosis, infarto de
miocardio o paro cardiaco. Los macréfagos son los mediadores de este proceso
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de inflamacidn, iniciando tanto la destruccién como el proceso de regeneracion3.
Cuantificar y caracterizar la actividad de los macrofagos puede ayudar a
entender la patogénesis de las enfermedades cardiovasculares y la eficacia de
posibles futuras intervenciones. Un diagndéstico preciso y la toma de decisiones
posterior es crucial en la estratificacion del riesgo, la terapéutica y la
monitorizacion. Para poder diagnosticar, la medicina se apoya en técnicas de
imagen. La resonancia magnética, en concreto, proporciona informacion
morfologica y funcional de los tejidos para el diagnostico y validacién de

enfermedades cardiovasculares?®.

Imagen por resonancia magnética. En comparacion con otras técnicas como
la tomografia computerizada, la tomografia de emision de positrones o
radiografia, la resonancia magnética es el dispositivo mas adecuado para la
investigacion de tejidos diferentes entre si. La principal ventaja que ofrece la
resonancia magneética es la diferenciacion de tejidos blandos como musculo,
sangre o venas Y la deteccion de densidad de cada tejido.

Su mecanismo de deteccion se basa en la alineacion de los spines no pareados
en los tejidos cuando se exponen a un campo magnético. Los spines se miden
a través de atomos de hidrogeno presentes en las moléculas de agua del tejido.
Esto es posible porque la mayoria de los tejidos del cuerpo humano contienen
mas de un 70% de agua. De esta manera obtenemos un gran numero de atomos
de hidrogeno que reaccionan alineando el spin al aplicar un campo magnético.
Cuando el campo cesa, los spines vuelven a la posicién inicial. Mediante esta
diferencia de alineacion, llamada tiempo de relajacion, se forman las imagenes.
Existen dos tiempos de relacion, uno asociado a la relajacion longitudinal del
spin, y otro asociado a la relajacion transversal. Para mejorar y realzar laimagen,
se afnaden habitualmente agentes de contraste. Estos agentes estan formados
por materiales con propiedades magnéticas, generalmente compuestos de
gadolinio, y aumentan el numero de spines que reaccionan al campo externo,
aumentando el contraste en la imagen, reduciendo el tiempo de relajacion y por

tanto, mejorando la calidad del diagndstico por imagen.
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Los agentes de contraste se pueden clasificar en dos tipos, los positivos y los
negativos. Los positivos aumentan la intensidad del tiempo de relajacion
longitudinal como por ejemplo materiales que contienen gadolinio. Los negativos
en cambio reducen el tiempo de relajacion transversal como las nanoparticulas
de 6xido de hierro®.

Los agentes de contraste basados en gadolinio se emplean habitualmente. En
términos generales son seguros, no obstante, las reacciones adversas pueden
ser graves si no se tratan inmediatamente cuando aparecen, dando lugar a
nefrotoxicidad y/o fibrosis sistémica. Son paramagnéticos, no se unen a
proteinas plasmaticas y no son lipdfilos, lo cual hace que tras una inyeccion en
el torrente sanguineo haya una buena distribucion y equilibrio en el espacio
extracelular. Son moléculas pequefas y pueden atravesar rapidamente el
espacio vascular, pero no pueden atravesar ni la barrera hematoencefalica ni la
membrana celular. Por lo que cuando atraviesan el espacio vascular se quedan
en el espacio intersticial. Su eliminacion del organismo se basa en el filtrado
glomerular, no se metabolizan. En pacientes con funcion renal normal, se elimina
cerca del 98% por orina en las primeras 24 horas*°,

La extravasacion y redistribucion posterior se utiliza para identificar espacios
extracelulares mediante la resonancia magnética. Estos agentes de contraste
son comunmente utilizados en el infarto de miocardio para identificar fibrosis y
las zonas de tejido infartado. El gadolinio difunde inter e intracelularmente tras el
edema y la rotura de la membrana celular®®. Los agentes de gadolinio aprobados
y disponibles en Europa a fecha de 2014 clasificados segun su patron de
distribucion tras la inyeccion se recogen en la tabla 2.

Extracelulares Gadopentetato de dimeglumina (Gd-DTPA),
(no especificos) Gadoteridol(Gd-HP-DO3A), Gadodiamida (Gd-
DTPA-BMA), Gadoterato meglumina (Gd-DOTA),
Gadobutrol (Gd-BT-DO3A), Gadoversetamida

Mixtos Gadoxetato disodico (Gd-EOB-DTPA),

(extracelular/hepatobiliar) Gadobenato de dimeglumina (Gd-BOPTA)
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Intravascular Gadofosveset trisddico

Tabla 2. Clasificacion de los distintos contrastes de gadolinio segun su distribucion. (Gd: gadolinio)*°.

En cambio, los agentes de contraste basados en nanoparticulas de oxido de
hierro, y en concreto, con un diametro menor a 50 nm pueden ser absorbidas por
las células inflamatorias antes de la rotura de la membrana, es decir son capaces
de atravesar la membrana celular. Tienen especial interés para poder
diagnosticar precozmente, ya que como se ha mencionado anteriormente,
numerosas enfermedades cardiovasculares comienzan con mecanismos
iniciales de inflamacion. Estas propiedades permiten detectar y sefalar la
inflamacion tisular desde dentro del propio tejido, no desde el espacio intersticial,
empleando la resonancia magnética®. Algunos ejemplos de este tipo de
nanoparticulas se recogen en la tabla 3.

Cobertura Ejemplos Tamano Observaciones
(nm)
Carboximetil- Ferumoxytol 17-31 FDA, aprobado para
dextrano (Feraheme™) anemia y uso clinico
carboxidextrano | Ferucarbotran (SHU 45-60 Aprobado por FDA.
555 A, Resovist® Suspendido en uso
clinico desde 2009
Dextrano Ferumoxtran (USPIO, 17-21 Suspendido tras 37
AMI-227, NC100150, ensayos clinicos fase
BMS-180549) I-11l en 2010
Dextrano Ferumoxides 100 Suspendido en uso
(Feridex™) clinico desde 2008
Dextrano CLIO-Cy5.5 30-35 Uso experimental
(Crosslinked)
Citrato VSOP-C184 4-7 Uso experimental,
estudio clinico fase |
en 2004

Tabla 3. Ejemplos representativos de agentes de contraste basados en 6xidos de hierro. (CLIO: Cross linked iron oxide/
VSOP: Very small oxide particle)*®.
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La comparacion entre compuestos con gadolinio y nanoparticulas basadas en
oxido de hierro puede realizarse a simple vista en las imagenes obtenidas por

resonancia magnética.

En un estudio publicado por Moon et al*’, se compararon distintos
procedimientos de imagen por resonancia magnética para diagnosticar de forma
no invasiva miocarditis autoinmune inducida en modelos de roedores. Se
emplearon diversas técnicas como analisis de histopatologia del tejido
miocardico, microscopia fluorescente, hematoxilina y eosilina e inmunoquimicas
tanto en el grupo control como en el grupo de miocarditis inducida con el fin de
asegurar la inflamacion. Se tomaron varios grupos de animales con el fin de
explorar diversos aspectos. En uno de los ensayos se compard el uso de
gadolinio frente a nanoparticulas de 6xido de hierro con cobertura de silice y
rodamina-isotiocianato que otorga fluorescencia. Las imagenes obtenidas se
presentan en la figura 5. Cabe mencionar que las imagenes de 6xido de hierro
tienen contraste negativo si se compara con las de gadolinio, es decir,
apareceran como manchas oscuras. Los resultados mostraron que las imagenes
tomadas con resonancia magnética junto con nanoparticulas magnéticas de
oxido de hierro detectaron nuevas zonas inflamadas del miocardio que no eran
evidentes en las imagenes obtenidas con compuestos de gadolinio. La
inflamacion de estas zonas se corroboré mediante estudios histologicos. Se
encontraron areas de contraste negativo en el grupo de nanoparticulas de 6xido
de hierro en el analisis de hematoxilina y eosina, mostrando focos de inflamacidn,
areas con macréfagos en pruebas inmunoquimicas y sefiales derivadas de
nanoparticulas en microscopia fluorescente, lo que demuestra que el empleo de

nanoparticulas magnéticas aumenta la precision del diagnodstico por imagen.
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Sin contraste Con contraste

Agente de contraste
utilizado: gadolinio

Agente de contraste
utilizado: nanoparticulas
de oxido de hierro
superparamagneéticas y

fluorescentes

Figura 5. Comparativa de imagen de resonancia magnética entre agentes de contraste basados en gadolinio u 6xido de
hierro. Imagenes de miocarditis inducida en roedor. Las flechas blancas muestran lesiones inflamatorias que ambos

contrasten revelan. Las flechas amarillas muestra lesiones inflamatorias que no revela el gadolinio.

En estudios como el de Martin-Giménez et al®', se concluye que la etiologia de
la enfermedad ateroesclerética estaria determinada por factores como el estrés
oxidativo, la inflamacion, el dafio del ADN mitocondrial y de las células
endoteliales vasculares. Pero, ademas, este trabajo también ha sugerido que la
exposicidn a nanoparticulas podria potenciar estos factores desencadenantes y
acelerar la progresion de la enfermedad al aumentar la agregacion plaquetaria y
la trombosis vascular. Por tanto, aunque dichas particulas resultan ser
herramientas prometedoras como vehiculos de administracion de farmacos
dirigidos a tratar la ateroesclerosis, también se debe prestar atencién a sus
efectos adversos. No obstante, la mayoria de polimeros utilizados en el campo

de la medicina son biocompatibles.

Diagnéstico dirigido

El proceso de absorcion celular se produce por varios mecanismos. La
fagocitosis y endocitosis mediada por receptores son importantes en particulas
grandes, mientras que la pinocitosis lo es para particulas pequefias. La
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capacidad de absorcion de los macrofagos también depende del tamario,
ademas de la superficie de la particula. Las nanoparticulas de hierro pueden
jugar con ambas premisas. Cuanto mas pequefnas sean las particulas, menos
reconocidas son por las células fagociticas y pueden permanecer en circulaciéon
durante mas tiempo. El gadolinio tiene una semivida de 1.5 horas
aproximadamente, la cual es insuficiente para situaciones que requieran una
larga retencion de agentes de contraste. Las nanoparticulas de 6xido de hierro
pueden llegar a tener una semivida de meses, abriendo nuevas posibilidades.

El hecho de que los agentes de contraste negativos, basados en particulas de
oxido de hierro, puedan ser absorbidas por macrofagos antes de una rotura
celular, brinda la oportunidad de poder utilizarlos como localizadores o
marcadores de diferentes células o particulas con el fin de poder realizar un
seguimiento de las mismas antes de presentar lesion y obtener mas informacién
que con los agentes de contraste habituales, basados en compuestos de

gadolinio.

Las arterias con riesgo de acumular placas de ateroma, que se pueden
desprender de la pared del vaso, contienen un gran numero de células
inflamatorias entre las que se incluyen macrofagos. Por tanto, poder cuantificar
estos macrofagos tiene una gran importancia como marcador. En un estudio
reciente®®, se confirmé que la combinacion de particulas de 6xido de hierro
superparamagnéticas unidas a células endoteliales, y con la ayuda de la
resonancia magnética pueden ser utilizadas para detectar placas de ateroma. En
concreto, este método es igualmente apropiado tanto para detectar placas de
ateroma inestables como para identificar las de nueva formacién debido a que
en ambas es comun la presencia de macrofagos activos en la lesion del
endotelio. Con la resonancia magnética se consigue un seguimiento sensible de
deteccion y cuantificacion de particulas de 6xido de hierro en el interior de la
placa tras ser inyectadas en el torrente sanguineo. Cuando las particulas de
oxido de hierro son absorbidas por los macrofagos, el superparamagnetismo
produce una falta de homogeneidad al aplicar el campo magnético, y por ello los
diferentes componentes de la placa de ateroma (colesterol, calcificacion, tejido
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fibroso y trombosis) se pueden identificar debido a sus caracteristicas sefiales

especificas en resonancia magnética.

Al inyectarse en el torrente sanguineo, las nanoparticulas se pueden absorber
en cualquier zona irrigada del cuerpo. Segun un estudio realizado por Weissleder
et al*®, las nanoparticulas de 6xido de hierro con cobertura de dextrano son
principalmente absorbidas por monocitos circulantes o macrofagos residentes en
el higado, bazo, médula ésea o nddulos linfoides. La figura 6 muestra la
absorcion de nanoparticulas de éxido de hierro por células mononucleares en
sangre periférica. Ademas de ello, Weissleder concluyé que el patron de
biodistribucién de las particulas en los diferentes érganos esta determinado por

el tamano de las mismas.

Figura 6.
Ejemplo de absorcién de nanoparticulas de 6xido de hierro
| por células mononucleares. Coloraciéon en rojo de macréfagos

'y azul prusiano de las nanoparticulas®e.

Como se ha comentado anteriormente la semivida de las particulas de 6xido de
hierro es mucho mayor que la de los compuestos de gadolinio. Blocki et al®”
utilizaron nanoparticulas superparamagnéticas de oOxido de hierro unidas a
células madre del mesénquima, todo ello encapsulado en microcapsulas de
colageno, para hacer un seguimiento de las células mediante resonancia
magnética tras una inyeccion intramiocardica. Las células presentaron una
liberacidn progresiva de las microcapsulas, y éstas continuaron emitiendo una
sefal visible mediante resonancia, durante semanas. En otro estudio®, se
encapsularon células adiposas derivadas de células madre en magnetocapsulas.
Con este término se denominan las microcapsulas de membrana semipermeable

marcadas con Endorem (suspension de nanoparticulas de 6xido de hierro
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superparamagneéticas). El resultado obtenido en los ensayos fue un gran
aumento del tiempo de retencion y una gran viabilidad de estas células

localizadas en el miocardio.

Otro grupo de trabajo investigd la posibilidad de utilizar agentes de contraste
biolégicamente vivos. Santoso et al®?, propusieron el uso de “Magnelle, Bell
Biosystem, SF,CA”, un derivado de bacteria magnética para el marcado de
células madre. Los datos preliminares mostraron que este nuevo método de
contraste es robusto y seguro para la viabilidad de las células. El nuevo agente
de contraste se elimina en una semana tras la muerte celular, mientras que el
control (6xido de hierro) permanece hasta mas de dos semanas tras la muerte
celular, pudiendo tener mas posibilidades de provocar estrés oxidativo y

lesiones.

La carga superficial de las nanoparticulas magnéticas tiene también una gran
influencia en el tiempo de circulacion sanguineo. Las coberturas de polimeros
estan cargados positivamente y tienden a unirse de forma inespecifica a las
membranas celulares, mientras que coberturas con carga negativa o sin carga,
poseen, en comparacion, tiempos de circulacién en sangre mucho mayores. Esta
variacion de la carga en la superficie de la nanoparticula magnética hace capaz
su manipulacién con tiempos de circulacion que varian desde 1 minuto hasta 3

horas®®.

Las nuevas investigaciones se centran en el uso de células marcadas con
reporter genes. La idea es que mediante la recombinacion del ADN, se puedan
intercalar genes que son bien controlados y que expresan una caracteristica que
puede aportar alguna ventaja para el marcado, como por ejemplo genes que
codifican para una proteina fluorescente. Las aproximaciones mas utilizadas se
centran en la integracion y subsecuente expresion de genes controladores del
hierro, como por ejemplo los receptores de la transferrina o la ferritina. Estos
péptidos o antigenos de membrana se unen de manera especifica a

nanoparticulas de 6xido de hierro superparamagnéticas y el cambio quimico de
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saturacion del reporter a la magnetizacion produce contraste que puede
medirse®3.

Campan et al®*, usaron la cadena pesada de la ferritina humana como reporter
gen para hacer seguimiento de células madre en ratones con infarto de
miocardio. La imagen por resonancia magnética demostré que este sistema es
capaz de seguir la replicacion y diferenciacion de estas células, asi como

posibles alteraciones que puedan surgir en el musculo cardiaco.

Ademas de las anteriormente mencionadas, las particulas magnéticas presentan
como ventaja una gran compatibilidad biolégica en comparacion con los otros
agentes, ya que pueden estar cubiertas con materiales que les confieran mejores
propiedades. Las nanoparticulas que actuan como agentes de contraste
actualmente estan cubiertas de polimeros y macromoléculas como el dextrano,
acido citrico y cadenas de carbohidratos, las cuales presentan un alto grado de

biocompatibilidad®.

5.2. Tratamientos

La aplicaciéon de nanoparticulas magnéticas en el tratamiento de patologias
cardiovasculares ofrece nuevas posibilidades en la terapia dirigida.

Los sistemas de administracion dirigida de farmacos son dispositivos que
permiten el movimiento y distribucion del farmaco en el cuerpo de forma
controlada para dirigirlo a localizaciones concretas.

En los ultimos afios se han desarrollado diversos sistemas de administracion que
modifican la permeabilidad y retencidn del farmaco en los tejidos en funcion de
la diferencia de tamano con la particula. Esta estrategia denominada
vectorizacion pasiva, aunque prometedora tiene algunos inconvenientes y
limitaciones. Algunas de éstas son por ejemplo el gran tiempo de espera para
que el farmaco llegue a la diana o que la concentracion de farmaco es
relativamente baja.

Como alternativa, la vectorizacion activa de farmacos mediante nanoparticulas
magnéticas puede mejorar estos inconvenientes. Cuando las nanoparticulas

magnéticas actuan de portadores, se inyectan en la circulacion sanguinea, y
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posteriormente se aplica un campo magnético externo, que crea un gradiente
magnético en los sitios diana, permitiendo que se alcancen elevadas
concentraciones de farmaco en localizaciones puntuales. La figura 7
esquematiza el procedimiento. Las aplicaciones de esta técnica estan
relacionadas tanto con la movilizacion de farmacos como células madre o genes,
con el objetivo de intentar dar solucion a patologias como el cancer o recuperar

tejidos dafiados.

£t
CO*)
T
External @ Endotherial cells

M;gi:l‘:;ic @ Cancer cells

Figura 7. Esquema de retencion de nanoparticulas. (IONPs: Iron Oxide Nanoparticles)'’.

El tamano es un parametro fundamental para el uso de nanoparticulas
magnéticas. Cuanto mas pequefa sea la particula, mejor se puede mover por el
torrente sanguineo y es menos probable que las detecte el sistema inmune, por
lo tanto, su tiempo de retencion en sangre aumenta. Ademas, el tamafo debe
ser el adecuado para que presenten un adecuado comportamiento magnético y
puedan ser dirigidas. Si el diametro es menor de 10 nm extravasan rapidamente
y se eliminan via renal. Por tanto, las nanoparticulas de 6xido de hierro entre 10
y 100 nm presentan el tamafio éptimo para inyectarlas en el torrente sanguineo
ya que poseen un mayor tiempo de circulacion en sangre para poder ejercer su
funcion©,

Las principales ventajas de los sistemas de administracion dirigida de farmacos
incluyen: disminucion de los efectos adversos, incremento de la eficacia
terapéutica debido a la reduccién de la pérdida de farmaco, posibilidad de poder

trabajar junto otros métodos complementarios como la resonancia magnética o
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la hipertermia y presentar nuevas capacidades de modificacion como
mecanismos de liberacion termal. Las nanoparticulas de hierro son excelentes
candidatas para este método al cumplir con todas las caracteristicas descritas.
La formulacion es fundamental para adaptar las nanoparticulas magnéticas en
funcion del sitio requerido de actuacion. Ademas, se pueden emplear otros
portadores que engloben el complejo farmaco-particula magnética como pueden
ser capsulas o liposomas. Estos sistemas encapsulados presentan beneficios
como mayor capacidad de carga de farmaco, mejor biocompatibilidad y una mas
adecuada estabilidad quimica y biolégica.

Una de las aplicaciones que mas llama la atencion de cara al futuro es el uso de
estos sistemas de administracion dirigida con formulaciones de genes o células
madre para conseguir, por ejemplo, la recuperaciéon del tejido cardiaco tras un
infarto. Lo que se pretende es crear una retencion de células madre donde se
necesite. Mediante las particulas magnéticas se dirigen y se produce la

acumulacion en el tejido diana.

Zhang et al*> comprobaron la capacidad del campo magnético para la traslacion
y administracion localizada de formulaciones con genes. Se realiz6 un
experimento parecido al de Cheng, induciendo isquemia en ratones. La
formulacion se componia de vectores virales cargados con genes humanos del
factor de crecimiento endotelial vascular o con particulas fluorescentes y
conjugados con particulas superparamagnéticas. Los resultados obtenidos
indicaron que la atraccion magnética se podia realizar con éxito. Ademas 7 dias
después del infarto de miocardio se observo un aumento en la expresion geénica,
indicando que el sistema de administracion dirigida con genes es capaz de
alterar la distribucién de genes en vivo y su expresion en todas las partes del

cuerpo.

La terapia trombolitica que se utiliza tras el infarto de miocardio utiliza
estreptoquinasa y activador del tejido plasminbgeno como medicamentos para
disolver los trombos sanguineos. Un estudio publicado en la revista internacional

de farmacéuticos®® estudié el uso de nanoparticulas magnéticas como vectores
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para estas moléculas en sistemas de liberacion dirigida. Se utilizo silice como
cobertura de los nucleos de o6xido de hierro y métodos de sintesis de
precipitacion e hidrotermal. Las dos moléculas se encapsularon por medio de
agentes estabilizantes ricos en 3-aminopropiltrimetoxisilano alrededor de la
nanoparticula ya formada. Inicialmente se determinaron in vitro las condiciones
ideales para la utilizacion de estas nanoparticulas y posteriormente se
compararon los resultados de la técnica habitual con los resultados de la nueva
formulacion con y sin aplicar un campo magnético, también in vitro con sangre
humana. Mediante dicha formulacion se redujo el tiempo de lisis de coagulos en
un 38% cuando se aplicaba un campo magnético. Como conclusion a este
estudio, los autores aportan que el desarrollo de estos vectores podria estar ya
preparado para su utilizacion en la medicina y se espera que mejore el

tratamiento de enfermedades cardiovasculares.

Recientemente, Cheng et al* ensayaron una nueva formulacién, nombrada
“activador magnético celular biespecifico”. Se trata de dos anticuerpos diferentes
unidos a la cobertura de particulas de ferumoxitol para unirse al tejido dafiado y
a su vez captar las células madre enddgenas que estan en circulacioén. El estudio
se planteé también para la reparacion del tejido del miocardio tras infarto
inducido en roedores. De este modo se asegura una retencién de células madre
en el sitio requerido y a su vez se pueden obtener imagenes con marcadores
fluorescentes. La figura 8 muestra un esquema de las interacciones entre las
particulas. Se utilizé un campo magnético de 1.3T durante 10 minutos tras la
inyeccion intravenosa de la formulacion. Tras 24 horas se realizaron imagenes
de resonancia magnética que revelaron un aumento significativo en la pared
anterior izquierda del ventriculo. Cuatro semanas después se volvieron a
analizar mediante microscopia y se constaté que el numero de células madre

endogenas habia aumentado casi el doble tras el marcado magnético.
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Figura 8. Esquema del mecanismo de accién del “activador magnético celular biespecifico” (Ab1: anticuerpo 1/ Fe:

hierro/ Ab2: anticuerpo 2/ BMC: células mononucleares medula 6sea/ isotiocianato fluorescente para la deteccion.

Aunque se han estudiado muchas rutas y compuestos, el uso de nanoparticulas
magneéticas para el tratamiento del infarto de miocardio es aun limitado, debido
a que no se ha conseguido determinar las condiciones Optimas para conseguir
la maxima acumulacion de células madre en el sitio marcado como diana. Cheng
et al 4! fueron los primeros en observar y describir este fendmeno. En su estudio
utilizaron células cardiacas a partir de células madre, marcadas con fluorocromo
y ligado a microesferas superparamagnéticas de 6xido de hierro de un tamafno
de 0,9 micrémetros. Se estudid en ratas que padecian de infarto agudo de
miocardio tras inducirles una isquemia. El procedimiento comenz6 con la
inyeccion intramiocardica de la formulacion y se aplicd un campo magnético con
un iman de 1.3T de potencia cerca del apex del corazén durante 10 minutos. En
seguida se observo que la decoloracion del tejido recuperé color, manifestando
la retencion. Al dia siguiente se confirmaron los resultados mediante estudios
histologicos. Una imagen por fluorescencia revel6 que las células marcadas se

extendieron a pulmén y bazo en el grupo de ratas que no recibieron la
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formulacion ni el campo magnético. Los analisis de la PCR mostraron una
retencion tres veces superior en el grupo que recibi6 la formulacion y el campo
magnético. Los autores concluyeron que la aplicacion de 10 minutos de campo
magnético era suficiente para aumentar la retencion de células a corto plazo.
Estos estudios se confirmaron con estudios posteriores por el mismo grupo?,
pero esta vez aplicando campos magnéticos, de forma constante o a intervalos,
de hasta 6 horas de duracion. Los resultados obtenidos mostraron que la
retencion aumenté en menor grado en las aplicaciones de campos magnéticos
de mayor duracion y que las condiciones de las ratas empeoraban si se

realizaban en intervalos de larga duracion.

Los principales retos para la aplicacion eficaz de esta técnica son incrementar la
concentracion de farmaco o células madre en el miocardio, asi como controlar
de manera mas precisa los procesos de extravasacion y dilucion en células
adyacentes tras los procesos de division celular. En segundo lugar, habria que
mejorar la precision de la técnica para que permita distinguir entre células viables
y no viables. Huang et al*® demostraron que las sefiales obtenidas mediante
resonancia magnética procedian en parte de particulas de hierro extracelulares.
Estas particulas se habian separado de las células madre a las que estaban
unidas en la formulacién. Ademas, se combiné con la falta de aclaramiento del
hierro en el miocardio, pudiendo provocar a largo plazo un estrés oxidativo en el
miocardio que puede afectar a la viabilidad de las células. En ese sentido, Yao
et al*® utilizaron nanoparticulas superparamagnéticas de oxido de hierro unidas
a células endoteliales progenitoras para ser inyectadas en el miocardio de
roedores. La resonancia magnética confirmé la presencia de estas células en el
lugar de la inyeccion 10 dias después y la sefial continué hasta dos meses mas.
Sin embargo, este aumento en la sefal se debia en parte, como en el estudio
anterior, a macrofagos que habian absorbido las particulas junto con las células,
haciéndolas inservibles. Se concluyd, entones que no resulta adecuado
monitorizar la viabilidad de las células madre a través de la intensidad de la sefial

recibida sino que es necesario encontrar estrategias alternativas.
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En conclusién, aunque se han logrado grandes avances y se han conseguido
resultados prometedores, aun se necesitan mas estudios para determinar la

eficacia de la terapia con células madre para la regeneracion del tejido.

6. VALORACION CRITICA

Las enfermedades cardiovasculares son una de las principales causas de

muerte en el mundo, cualquier investigacion enfocada a mejorar tanto el
diagnostico como el tratamiento tiene gran repercusion. Una vez finalizada la
revision bibliografica se ha podido concluir que el uso de nanoparticulas de 6xido
de hierro en sistemas de administracion dirigida de farmacos tiene aplicaciones
reales que se estan empezando a utilizar asi como otras potenciales que hay
que optimizar en futuras investigaciones sobre el diagndstico y tratamiento de
enfermedades cardiovasculares.

Los métodos de sintesis y cobertura desarrollados hasta el momento son
capaces de ofrecer una sintesis de particulas controlada. Los 6xidos de hierro
son materiales adecuados para dar respuesta suficiente a un campo magnético
externo y poder ser guiados a través del organismo. El control del tamafio como
los diferentes materiales de cobertura permiten a las particulas adecuarse al
entorno y a la funcion que se quiera desarrollar, presentando una gran
biocompatibilidad y nula toxicidad.

Los mayores avances realizados hasta el momento se centran en el diagnostico
por imagen de enfermedades cardiovasculares. El hecho de poder diagnosticar
precozmente episodios de inflamacion permite abordar las enfermedades
cardiovasculares con mayor margen de tiempo, pudiendo tomar medidas
preventivas antes de que se produzcan dafos, mejorando el prondstico de

dichas enfermedades que tanta prevalencia tienen.

A pesar de la cantidad de estudios realizados, el tratamiento de las
enfermedades cardiovasculares mediante sistemas de administracion dirigida
aun se encuentra en desarrollo, aunque ya se han conseguido algunos logros.

La mayoria de investigaciones apuntan a la recuperacion del tejido cardiaco
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como principal dafo a tratar. Por diferentes métodos, se ha conseguido ligar
células madre a las particulas de 6xido de hierro y crear una retencion en el
miocardio con la finalidad de que esas células regeneren el tejido afectado tras

una isquemia o infarto de miocardio.

Por otro lado, seria interesante enfocar futuras investigaciones al estudio de
nuevos materiales o formulaciones. Aunque esta demostrado en muchos
estudios que las particulas de 6xido de hierro son candidatas ideales para este
fin, nos encontramos con limitaciones como capacidad de carga, o retencion de

farmaco insuficiente en el lugar de accion.

7. CONCLUSIONES

Tras la realizacion de la revision bibliografica se ha podido establecer en relacién

con los objetivos las siguientes conclusiones:

1. La técnica de diagnostico por imagen, en concreto la resonancia
magnética, ha sido mejorada con el uso de agentes de contraste
basados en nanoparticulas magnéticas de 6xido de hierro. Poder jugar
con el tamafio de la particula permite que el sistema endotelial fagocite
las particulas manifestando la inflamacion. La imagen que se proyecta
al emplear particulas de 6xido de hierro es mas nitida y puede detectar
zonas de inflamacion que con otros contrastes no se es capaz de
apreciar. Tienen especial interés para detectar precozmente
enfermedades cardiovasculares antes de que se produzca el dafo.

2. La aplicacion de nanoparticulas magnéticas en técnicas como la
administracion dirigida de farmacos puede ofrecer nuevas
posibilidades de tratamiento. Se ha conseguido dirigir selectivamente
las nanoparticulas magnéticas a las zonas dafiadas del miocardio
mediante técnicas de vectorizacién activa. Los estudios realizados

indican que con este tipo de formulaciones se reduce la cantidad de
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farmaco circulante y se evitan posibles efectos adversos derivados de
la toxicidad.

3. El posible tratamiento con farmacos de la administracion dirigida en
enfermedades cardiovasculares esta siendo enfocada hacia la
recuperacion del tejido cardiaco tras un infarto de miocardio. De
momento se estan estudiando células madre como farmacos y
mediante la magnetizacion se esta intentando crear una retencion
suficiente como para regenerar el tejido afectado. Aunque los estudios
son muy prometedores y se han logrado ciertos objetivos, aun quedan
investigaciones por realizar para que esta linea de trabajo sea una
realidad.

4. Las nuevas investigaciones se deben centrar en el desarrollo de
formulaciones que permitan una mayor capacidad de carga y una

selectividad mayor entre células viables y no viables
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