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ESTUDIO EXPERIMENTAL SOBRE QUIMIOTERAPIA FOCALIZADA EN RINON
MEDIANTE ARPON MAGNETICO Y ADMINISTRACION INTRAVENOSA DE
NANOPARTICULAS FERROCARBONOSAS.
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Resumen.- OBJETIVO: El empleo de nanoparticulas
en el transporte de farmacos es actualmente uno de los
temas de interés prioritario dentro del campo de la in-
vestigacion biomédica. Nuestro objetivo es mostrar los
resultados iniciales de un método inédito para focali-
zar en érganos sélidos nanoparticulas ferro carbonosas
quimioportadoras. Hemos obtenido 'y caracterizado
diversos tipos de nanoparticulas ferromagnéticas, y he-
mos estudiado su comportamiento in vitro e in vivo en
animales de experimentacién con dianas magnéticas
infrarrenales implantadas laparoscépicamente.

METODO: Obtenemos mediante arco de plasma na-
noparticulas ferro carbonosas capaces de absorber y
desorber doxorrubicina y mostrar excelente comporta-
mienfo en estudios reoldgicos in vitro. Bajo anestesia
general insertamos mediante confrol laparoscédpico en
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Correspondencia

el rifién izquierdo de conejos de raza neozelandesa
un microarpén magnético encapsulado en oro. En el
mismo acto inyectamos por via intravenosa diferentes
dosis de distinfos tipos de nanoparticulas. los diversos
lotes de animales se sacrifican fras diferentes tiempos
y se andlizan histolégicamente ambos rifiones, bazo,
higado, pulmones y médula ésea.

RESULTADOS: Tras haber seleccionado las nanoparticu-
las més adecuadas para nuestros fines, hemos constata-
do en los estudios postmortem diferencias significativas
en la distribucién de las nanoparticulas, con comulos de
las mismas en la diana magnética y en el parénquima
renal circundante. No obstante, el sistema reticuloendo-
telial retiene gran parte de la carga inyectada.

CONCILUSIONES: Aunque nuestro sistema de focaliza-
cién magnética resulta efectivo, deben ensayarse siste-
mas de blindaje temporal de las nanoparticulas que les
permita eludir la accién del sistema inmune.

Palabras clave: Carcinoma renal. “Drug carriers”.
"Drug delivery”. Implante magnético. Nanoparticulas
magnéticas. Nanomedicina.

Summary.- OBJECTIVES: The use of nanoparticules
for drug transport is one of the fopics with priority inferest
within the field of biomedical research. Qur objective
is fo show the initial results of an innovative method fo
focalize drug carrier ferro-carbon nanoparticules to solid
organs. We obtained and characterized various fypes
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of ferrous magnetic nanoparticules and studied their
behaviour in vitro and in vivo in laboratory animals with
infrarenal magnetic targets laparoscopically implanted.

METHODS: Using a plasma arch we obtained ferro-car-
bon nanoparticules with the ability to absorb and deliver
doxorubicin, showing an excellent behaviour in in viro
rheological studies. Under general anesthesia and
control we inserted a gold covered magnetic microharpoon
in the left kidney of New Zealand rabbits. At the same
time we injected infravenously different doses of various
types of nanoparticules. The animals were sacrified
affer pre-established times and pathologic studies of their
kidneys, spleens, livers, lungs and bone marrow were
carried out.

RESULTS: After selection of the most adequate nano-
particules for our purposes, we ascertained significant
differences in the distribution of nanoparticules in post-
morfem studies, with accumulation in the magnetic target
and surrounding renal parenchyma. Nevertheless, the
reticuloendothelial system retains a great amount of the
injected dose.

CONCILUSIONS: Although our magnetic focalization
system is effective, nonoporficu/e temporary profection
systems should be tested to allow us avoid the action of
the immune sysftem.

Keywords: Renal carcinoma. Drug carriers. Drug
delivery. Magnetic implant. Magnetic nanoparticules.
Nanomedicine.

INTRODUCCION

El empleo de nanoparticulas en el transpor-
te y entrega de farmacos (“drug carriers” and “drug
delivery”) es actualmente uno de los temas de interés
prioritario en el campo de la investigacién biomé-
dica. Con estos procedimientos se pretende obtener
altas dosis de un farmaco en un punto determinado
del organismo, reduciendo asi sus efectos a nivel sis-
témico.

Las nanoparticulas utilizadas para el trans-
porte de fdrmacos son diminutas estructuras molecu-
lares con tamados inferiores a 200 nanémetros (*)
que pueden ser “cargadas” con farmacos que deben
“entregar” en el punto de destino por simple desor-
cién pasiva o activa (mediante estimulo con fuentes
de energia externa). La carga del fdrmaco puede si-
tuarse en el nicleo de la nanoparticula (es el caso de
los liposomas), absorberse en su cubierta semiporosa
(esto ocurre en las nanoparticulas de carbén, silice,
etc.) o adherirse las ramas filamentosas de ciertas
nanoparticulas “funcionarizandolas” con ligandos
quimicos, fisicos o inmunolégicos.

(*) un nanémetro equivale a una millonésima de milimetro.

La vehiculizacién de farmacos mediante nao-
noparticulas exige que éstas dispongan de una “in-
formacién” adecuada sobre el punto al que deben
acudir.

Este direccionamiento puede obtenerse de
diversas formas: unas veces resulta espontaneo, por
el simple estimulo mecénico que provoca la presen-
cia de las nanoparticulas, que como “cuerpos extra-
fios” activan al siskema inmunocelular (es el caso de
las nanoparticulas superparamagnéticas de éxido
de hierro, que tras ser inyectadas son rapidamente
fagocitadas por los macréfagos y los linfocitos en
las primeras estaciones linfaticas). Otra forma de di-
reccionamiento es algo mas sofisticada y requiere el
recubrimiento de la superficie de las nanoparticulas
con receptores hormonales o anticuerpos especifi-
cos. Finalmente una posible tercera forma de direc-
cionamiento de ciertas nanoparticulas consiste en el
aprovechamiento de la naturaleza magnética de su
nicleo. En este sentido se han hecho ya ensayos clini-
cos experimentales utilizando grandes imanes exter-
nos para atraer nanoparticulas ferromagnéticas ha-
cia zonas superficiales para tratar tumores cutdneos
(1-6). Este procedimiento requiere la inmovilizacién
del paciente y sélo puede ser aplicable a campos
muy superficiales (7-9). También se han disefiado po-
sibles modelos teéricos empleando stents magnéticos

(10-13).

Nosotros, basandonos en la buena tolerancia
observada en la préctica clinica a diversos implantes
y prétesis metdlicas permanentes, y sirviéndonos de
una larga experiencia en cirugia minimamente inva-
siva (14). proponemos un método inédito, consistente
en implantar por via laparoscépica dianas magnéti-
cas en el interior de érganos sélidos (en nuestro caso,
el rifdn) con el propésito de concentrar alrededor de
las mismas, altas dosis de quimioterédpicos vehiculiza-
dos mediante nanoparticulas ferro carbonosas; todo
ello en el supuesto de poder llegar a utilizar nuevos
oncofarmacos efectivos contra el hipernefroma.

PRESENTACION

Nuestro equipo de investigacién, integrado
en el Instituto Universitario de Investigacién en Nano-
ciencias de Aragén, es de carécter multidisciplinar y
cuenta con urdlogos, fisicos, quimicos, veterinarios,
oncélogos, hematdlogos y patdlogos. Desde hace
dos afios venimos trabajando en este proyecto de
investigacién que cuenta con la Ayuda Especial del
Departamento de Ciencia, Tecnlogia y Universidad
del Gobierno de Aragén para desarrollar proyectos
de investigacién y desarrollo tecnolégico de cardcter
multidisciplinar.
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Como urélogos, sabemos que la quimiotera-
pia sistémica, a dosis habituales, no resulta efectiva
en pacientes con hipernefroma, a los que hasta el
momento presente sélo podemos ofrecerles como tra-
tamiento més eficaz la cirugia ablativa en sus diver-
sas formas. No obstante, pensamos que el inconve-
niente de la toxicidad de la quimioterapia sistémica
podria resolverse si se consiguiera una muy alta con-
centracion de estos farmacos exclusivamente en drea
tumoral y escasa a nivel sistémico.

Nuestro equipo de fisicos no sélo es capaz
de producir nanoparticulas ferro carbonosas, sino
también que es capaz de caracterizarlas, seleccio-
nando las de un tamafio apropiado como para ser in-
yectadas en el torrente sanguineo, en una suspensién
sonicada de gelafundina. Con el equipo de veterina-
rios de la Unidad de Técnicas de Minima Invasién del
Hospital Clinico Universitario Veterinario de Zarago-
za decidimos que el animal idéneo para nuestros ex-
perimentos era el conejo de raza neozelandesa, en-
tre ofras cosas porque en él no tendriamos mayores
problemas para la préctica de una laparoscopia.

El asesoramiento de los oncélogos y la posi-
bilidad de estudiar el comportamiento en sangre de
nuestras nanoparticulas mediante estudios reolégicos
y de adhesividad plaquetaria, facilité la realizacién
de los estudios in vitro y ex vivo previos a la experi-
mentacién con animales vivos.

Finalmente la disponibilidad de un patélogo
infegrado en el equipo de investigacién permitié un
aprovechamiento maximo e integral de los estudios
post mortem de los animales de experimentacion.

MATERIAL Y METODOS

Obtencién de nanoparticulas

La obtencién de las nanoparticulas de hierro
recubiertas por carbono se realiza por dos procedi-
mientos: mediante el horno de descarga de arco di-
sefiado por Kratschmer-Huffman en 1990 (15) y me-
diante molienda mecdnica por medio de un molino
de bola de acero.

En el método de Kratschmer se utiliza una cé-
mara cilindrica con dos electrodos, un dnodo estatico
cargado con polvo de hierro y un cdtodo movible de
grafito, todo ello en atmésfera de helio. En adelante
nos referiremos Unicamente a este procedimiento, por
su mejor rendimiento y la mayor homogeneidad de
las muestras obtenidas.

Una vez purificadas las nanoparticulas, se
prepara con ellas un bioferrofluido, consistente en
una suspensién al 1% de las particulas en gelafun-

dina (gel cominmente empleado como sustituto del
plasma). Esta suspension, en el momento de su pre-
paracién y antes de inyectarse es sometida a trata-
miento con ultrasonidos durante varios minutos para
una mejor dispersion de las particulas.

Test in vitro

Lla caracterizaciéon morfolégica de las na-
noparticulas ferro carbonosas se realiza mediante
experimentos de dispersion dinamica de luz (DLS),
mediante microscopio electrénico de barrido (SEM),
y microscopio electronico de transmisién (TEM). Para
apreciar el correcto recubrimiento carbonoso de las
nanoparticulas [y por tanto su biocompatibilidad), y
la naturaleza del nicleo metélico de las particulas se
recurre a al TEM de alta resolucién (HRTEM) (Figura
1) y al TEM con filtro de energia (EFTEM), (16).

Las medidas de imanacién de las nanopar-
ticulas y la caracterizacién magnética se realizan
con un magnetémetro Squid (MPMM-5S), lo que nos
permite seleccionar nanoparticulas superparamagné-
ticas para nuestro estudio.

El cdlculo de la superficie especifica de nues-
tras nanoparticulas capaz de absorber y desorber la
doxorrubicina tiene un interés capital y se realiza con
el método BET. Nuestras particulas presentan un drea
de absorcién y desorcién de 35m?/g y de 14m?/g
respectivamente. Los valores no son excesivamente
altos, sin embargo valores més bajos de superficie
especifica han sido utilizados para una adsorcién
eficaz y una desorciéon més répida (17), por tanto
consideramos que nuestras particulas son adecuadas
para este propésito. La sintesis de nanoparticulas en-
capsuladas en carbén activo para aumentar la capa-
cidad de absorcion del agente quimioterapico seria
una forma efectiva de aumentar la superficie especifi-
ca de estas particulas.

La cinética del proceso de adsorcién de la
doxorrubicina la medimos con el procedimiento des-
crito por Kuznetsov (18) incubando las nanoparticulas
ferro carbonosas en una solucién de agua destilada
con doxorrubicing, en tanto que el proceso de des-
orcién lo estudiamos tratando de simular condiciones
ex vivo, incubando las nanoparticulas cargadas con
doxorrubicina en plasma humano, a una temperatura
constante de 362 C y bajo una ligera agitacién.

Para analizar el comportamiento magnético
de las nanoparticulas en un medio coloidal, tratando
de simular en cierto modo la resistencia a su transla-
cién que pudiera ofrecer el tejido intersticial de un
ser vivo, realizamos suspensiones de las mismas en
una pelicula de agar (placas de Petri), a las que se
les afiade (como si se tratase de un antibioticograma)
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FIGURA 1. Imégenes obtenidas con microscopio elecirénico de alta resolucion (HTREM) de nanoparticulas de
hierro recubiertas por carbono.

una micro diana magnética en su centro. Seguida-
mente registramos mediante video digital los despla-
zamientos y la distribucién de las nanoparticulas al-
rededor de la diana magnética (Figura 2).

Test ex vivo

La norma ISO - 10993-4:2002 regula los
tests de biocompatibilidad para los materiales que
estardn en contacto con sangre circulante. Estos tests
estén disefiados para excluir la posibilidad de que se
pudieran producir alteraciones celulares en los globu-
los rojos, blancos y en las plaquetas ocasionadas por
el contacto con superficies extrafias, asi como para
detectar los posibles efectos adversos en el sistema
de la coagulacioén.

Se utilizan para ello muestras de sangre hu-
mana proveniente de 5 voluntarios a las que se les
afade distintas cantidades de ferrofluido (1 ml de
sangre con 0.06; 0.12; 0.24 y 0.5 ml de ferroflui-
do). Con estas muestras se realizan estudios comple-
tos de coagulacién y hemoreologia (19).

Con el fin de andlizar sin la interferencia
del sistema reticulo endotelial la distribucién de las
nanoparticulas en ambos rifiones procedemos a la
inyeccién intraarterial de las mismas en un modelo
experimental ex vivo. Para ello extraemos con técnica
microquir(rgica, en el conejo anestesiado, un bloque
anatémico que incluye a ambos rifiones, la aorta y
la cava. A uno de los rifiones le inserfamos un arpén
magnético en su parénquima y al ofro simplemente le
infringimos un trauma similar en su corteza. Canali-
zadas la corta y cava se establece mediante bomba
de rodillos una perfusién continua de los rifiones con

solucién de Ringer, a la que se afiade 1 ml de ferro-
fluido. Tras 10 minutos de perfusién, se interrumpe
ésta y se remiten los rifiones para estudio histopatolé-
gico.

Test in vitro

Utilizamos conejos de raza neozelandesa,
10 como control y ofros 10 a los que se les inyecta
por via intravenosa 1 ml de ferrofuido. Se realizan
extracciones de sangre a los 107, 30" y 24 horas
después de la inyeccion de las nanoparticulas. Un
conejo fue excluido del estudio porque el estudio post
mortem mostré que padecia una neumonia.

FIGURA 2. Placa de Petri con suspensién de nano-
particulas de hierro fras haber colocado en su centro
un pequeno imén. Obsérvese el halo de atraccién
magnética.
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En todos estos casos se realizan medicio-
nes de la viscosimetria sanguinea con viscosimetro
de Brookfield ® y de viscosimetria de plasma con
un viscosimetro capilar de Fresenius®. Se determina
también la agregabilidad de los eritrocitos con un
agregdémetro de Mirenne® y se realizan hemogra-
ma completo, recuento diferencial de leucocitos y test
usuales de coagulacién (20). Sin embargo, no hemos
explorado una posible inhibicién de la agregacién
plaquetaria ya que los tests que se emplean para ello
no son de uso rutinario y sélo se utilizan con fines de
investigacién en patologia humana. A pesar de ello,
estamos fratando de modificar estas técnicas para
hacerlas viables en sangre de conejo y poder asi in-
cluir este factor en nuestra investigacién.

Modelo quirirgico experimental in - vivo

Con el fin de poder analizar la tolerancia y
el comportamiento de las nanoparticulas ferro carbo-
nosas en un ser vivo, asi como poder obijetivar la dis-
tribucién de las mismas en diversos érganos, tejidos
y preferentemente en un érgano par (considerado
como érgano diana) que permita un andlisis compa-
rativo, disefiamos con la aprobacién del Comité Etico
para la Experimentacién Animal, de la Universidad
de Zaragoza (coédigo Pl 19/04), un modelo quirtrgi-
co que consideramos viable, reproducible y minima-
mente invasivo.

Para reducir el nimero de animales de expe-
rimentacién se realizaron previamente los ya citados
estudios in vitro y ex vivo. No obstante, al no existir
ningin ofro método alternativo capaz de mostrar la
tolerancia, comportamiento, distribucién y posibles
efectos adversos de las nanoparticulas, la necesidad
de llevar adelante el estudio in vivo resulta incuestio-
nable.

Los animales, tras un ayuno de 12 horas,
son premedicados con una inyeccién intramuscular
de Medetomidina (Domtor ®) 10 mg/kg + Ketamina
(Imalgene® 500) 20 mg/kg . Solo en caso necesario
se administra complementariamente Atropina 0,05
mg, también por via intramuscular.

Se cateteriza la vena marginal de la oreja
con catéter Vasocan Braunile de 22 gauge, con el
fin de perfundir suero fisiolégico y dosis complemen-
tarias de anestésicos si fuera preciso y el ferrofluido
(nanoparticulas).

Transcurridos 5 minutos, se les infuba con tra-
queotubo de silicona con neumotaponamiento, n® 2,5
a 3,5 (provisto de fiador), guiados por un laparosco-
pio rigido y en posicién de decibito esternal. Si con
la dosis intramuscular de anestésico no se detiene el
reflejo laringeo a la hora de intubar, se administran

intfravenosamente 0,5-2 ml de Propofol. Se conecta
el raqueotubo a un circuito anestésico tipo T de Ayre
y se suministra Isofluorano (0,8 -1 %), vehiculizado
en oxigeno 0,400- |/m, con el fin de mantener la
anestesia.

Durante el periodo postoperatorio se admi-
nistra antibioterapia con Enrofloxacina (Alsir®) 5
mg/kg subcutdneo y analgesia con Meloxican 0.3
mg/kg+ Buprenorfina 0,05 mg por via subcutanea.
Estos farmacos se administran en una sola dosis, sal-
vo en los casos en los que se practica laparotomia,
en los que se administran durante 4 dias).

Tras ser rasurados y anestesiados los anima-
les son colocados posicién supina. Se aseptiza la piel
del abdomen, se aisla el campo quirirgico y se rea-
lizan dos pequefias incisiones cutdneas, de 5 mm,
una a nivel del ombligo y otra en fosa iliaca izquier-
da. Por el ojal cutdneo del ombligo se inserta una
aguja de Veress y se distiende el abdomen con CO,
hasta alcanzar una presién de 15 mm de Hg. Se
introduce entonces por cada ojal cutdneo un trécar
laparoscépico corto, de 5 mm de didmetro. La 6pti-
ca laparoscépica de cero grados se introduce por el
trécar umbilical para realizar una primera inspeccién
laparoscépica del abdomen. Se lateraliza al animal
hacia un decibito lateral derecho, para descubrir el
borde externo y cara anterior del rifidén, recubierto
parcialmente por la grasa de Gerota y la reflexion
célica. Por el trécar de la fosa iliaca se introduce un
punzédn de material pléstico, de 8 French, provisto de
camisa semitransparente. Se punciona con el mismo
el polo inferior del rifién y se profundiza en el mismo
siguiendo una direccién craneal y paralela al borde
externo del parénquima (Figura 3). Tras haberse al-
canzado una profundidad de 15 mm se retira el fia-
dor del punzén y se pasa por el interior de su camisa

FIGURA 3. Implante de diana magnética en rifidn
izquierdo de un conejo bajo control laparoscdpico.
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el iman dorado, el cual es empujado hacia el interior
del parénquima renal con el propio fiador del punzén
de pléstico. Tras ello se retira el punzén, se lateraliza
al conejo hacia un decibito lateral izquierdo. Bajo
control éptico se avanza con el trécar laparoscopico
de fosa iliaca izquierda hacia el rifidén derecho, sal-
vando la posible interferencia del paquete intestinal.
Se infroduce entonces el punzén y se repite la misma
maniobra de puncién en el rifidén derecho, pero sin
dejar implantado ningiin material en el mismo.

Comprobada la ausencia de hemorragia, se
vacia el CO, y se exiraen los trécares cerréndose los
orificios parietales con grapas metdlicas.

Se procede entonces a administrar intraveno-
samente el ferrofluido a través de la vena marginal
de la oreja del animal (Figura 4).

Sacrificio, exdmenes laparotémico y necrépsico y ex-
traccién de érganos

A todos los animales, incluidos los de los gru-
pos testigo, se les somete a segunda anestesia gene-
ral, esta vez con cardcter terminal, a las 24 horas,
o a los 7 o 30 dias de la primera. Tras extraerles
sangre para andlisis se practica una inspeccién lapa-
rotémica in vivo con el fin de examinar los 6rganos
diana, asi como el conjunto de érganos vitales y se
les provoca la eutanasia por sobredosis de anestési-
co (2 gramos de Tiopental Sédico.). Se extraen pri-
mero el rifdn izquierdo (evitando en su proximidad
el uso de instrumentos metdlicos), luego el derecho,
el higado, bazo, pulmén y médula 6sea. Se remiten,
por separado y debidamente sefalizados para su es-
tudio anatomopatolégico.

FIGURA 4. Inyeccién de 2 ml de ferrofluido (nanopartt-
culas de hierro) en la vena marginal de la oreja de un

conejo.

Estudio anatomopatolégico

Los érganos y muestras se fijan en formalde-
hido al 10% y se procesan rutinariamente, poniendo
especial cuidado en no desplazar de su ubicacién
al iman implantado en el rifién izquierdo, el cual, al
igual que el contralateral son abiertos coronalmente
en dos mitades. Tras ello se obtienen macrofotogra-
fias de ambos (Figura 5).

La valoracién histopatolégica se basa en sec-
ciones de estas muestra tefiidas con Hematoxilina y
Eosina. Se obtienen microfotografias a 200 y 400
aumentos (Figuras 6, 7 y 8).

RESULTADOS

Utilizando el método de Kratschmer hemos
conseguido resultados mds uniformes en cuando a
tamafio y morfologia de las nanoparticulas de hierro.
Su caracterizacién morfométrica mediante dispersién
dindmica de luz demuestra que su tamafo hidroding-
mico en suspensién no supera los 200 nanémetros
tras haber sido recubiertas por carbono.

Las nanoparticulas obtenidas mediante moli-
no atémico tienen una forma astillada e irregular, lo
que las hace més propensas a ocasionar trastornos
reolégicos.

La suspension de las nanoparticulas en gelo-
fundina ha demostrado ser un procedimiento idéneo
para preparar un ferrofluido estable y apto para ser
inyectado infravenosamente sin que se produzca pre-
cipitacién de su soluto.

T
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FIGURA 5. Corte coronal de rifién izquierdo de
conejo, siefe dias después de habérsele implantado la
diana magnética (excelente tolerancia local.
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FIGURA 6. Imagen histopatolégica de rifdén izquierdo
con actmulos de nanoparticulas de hierro. Hematoxili-
na Eosina 400 x.

FIGURA 7. Imagen histopatolégica de rifidén izquierdo
a 40 aumentos. Arferiola préxima a la diana magnéti-
ca con émbolo de nanoparticulas de hierro.

FIGURA 8. Imagen histopatolégica de rifdén izquierdo
a 400 aumentos. Vaso préximo al imén, ocupado por
nanoparticulas que muestran polarizacién magnéfica.
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La caracterizacién con HRTEM y EFTEM de
las nanoparticulas de hierro recubiertas de carbono
obtenidas en nuestro laboratorio permite comprobar
que el recubrimiento carbonoso de las mismas en
completo, lo cual garantiza no solo su biocompatibi-
lidad, sino que asegura la efectividad en el proceso
fisico de la adsorcion de la doxorrubicina. Ademés,
las capas de carbén aislan a unas particulas de ofras,
evitando los posibles problemas de agregacién cau-
sados por la inferaccién entre particulas magnéticas.
Hemos comprobado asimismo que las capas de car-
bén evitan la oxidacién y degradacién que inexora-
blemente se produce en nanoparticulas desnudas de
hierro inmersas en medios acuosos.

La medicién de la superficie especifica de ab-
sorcién de nuestras nanoparticulas, realizada con el
método BET, muestra que éstas son perfectamente (ti-
les para el transporte de farmacos, pues ofrecen una
superficie de absorcién de 35 m2/g y de desorcién
de 14 m2. En un futuro, con el propésito de incremen-
tar aln mds la superficie de esta drea especifica existe
la posibilidad de sintetizar particulas recubiertas de
carbén activo, con lo que pensamos que podremos
incrementar la carga farmacolégica transportada.

En ensayos in vitro hemos podido constatar
que el comportamiento magnético de nuestras nano-
particulas en un medio coloidal es excelente, siempre
que éstas se encuentren dentro del radio de atraccién
magnética del micro iman (4 mm de didmetro x 2 mm
de altura) y que es de alrededor de 10 mm.

Nuestras particulas ferro carbonosas han
mostrado ser perfectamente biocompatibles en los di-
ferentes tests hematolégicos y reolégicos realizados
tanto con sangre humana como en la de los animales
de experimentacién (conejos).

Para estudiar la distribucién de las nanopar-
ticulas en ambos rifones del conejo, eludiendo artifi-
cialmente las barrera que supone el sistema reticulo
endotelial, disefiamos un modelo de bloque anaté-
mico ex vivo sometido a una perfusién intravascular
con suero Ringer al que se habian afiadido nano-
particulas ferro carbonosas. Este estudio nos per-
mite apreciar una muy clara distribucién preferente
de nanoparticulas hacia el riién que porta el arpédn
magnético, resultados objetivados mediante estudio
histopatolégico de ambos érganos.

Consideramos de gran interés, puesto que
no se habia hecho antes, el estudio de la distribucién,
comportamiento y tolerancia de las nanoparticulas en
un ser vivo tras serle implantada una diana magnéti-
ca en el interior de un 6rgano sélido profundo, como
es el caso del rifdn.
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En este sentido, el modelo quirirgico disefa-
do al efecto, es minimamente invasivo y se muestra
altamente eficaz en este tipo de animales. Hemos im-
plantado con éxito la diana magnética en 40 conejos.
En 36 casos el implante se llevd a cabo en el rifidn
izquierdo y en 4 en el derecho debido a problemas
técnicos que impidieron su correcta implantacién en
ese lado y se hizo preciso hacerlo en el contralateral,
especificdndose este incidente en el protocolo quirdr-
gico. En todos los casos se realizé el mismo trauma
quirdrgico (puncién con punzén de 12 Fr) en el rifién
opuesto con el fin de que ambos rifiones tuvieran una
hemorragia intraparenquimatosa y no produjera una
interpretacion errénea de los hallazgos histopatolégi-
cos.

En 38 casos la técnica se llevé a cabo me-
diante el procedimiento laparoscépico previamente
descrito. En otros dos animales se llevd a cabo me-
diante laparotomia media supra e infraumbilical.

En 37 animales el ferrofluido se administré
por via intravenosa a través de la vena marginal de
la oreja. En 3 animales el ferrofluido se administré
en un vaso mds central, a través de una mini incisién
cutdnea en el cuello (en uno en la vena subclavia y en
dos en la arteria carétida primitiva). A 36 animales
se les inyectaron 2 mililitros de ferrofluido al 1%. En
ofros 3 se administraron dosis de 10 ml al 1% de
ferrofluidos comerciales y en otro una dosis de 10 ml
al 2% de nuestro bioferrofluido.

En 3 casos se produjo la muerte intraopera-
toria del animal tras haber implantado ya la diana
magnética. La muerte se produjo en 2 casos por fallo
anestésico (un caso por acodamiento del traqueotu-
bo y otro por deshinchado accidental del balén del
mismo) En ofro caso el fallecimiento se produjo tras
la inyecciéon de una dosis excesivamente alta de fe-
rrofluido (10 ml).

En ofros 2 casos se produjo la muerte de los
animales en el postoperatorio inmediato. En uno de
ellos la autopsia inmediata demostrd la presencia de
una hemorragia procedente del rifién al que se ha-
bia colocado el implante. Esto no fue la causa de la
muerte del ofro animal, por lo que cabe atribuirla a
un posible espasmo laringeo que pasé inadvertido.

Los 35 animales supervivientes fueron sacri-
ficados tras ser sometidos a una nueva anestesia ge-
neral terminal. A 20 conejos se les sacrifico a las 24
horas del implante en tanto que a 13 se los sacrificod
a la semana de la intervenciéon. A 2 conejos (que
fueron intervenidos mediante laparotomia) hubo que
sacrificarlos al 32y 52 dia por haberse detectado sig-
nos de una posible evisceracién incipiente.

En ningln caso se desaprovecharon los érganos, y
en todos pudo realizarse el oportuno estudio histo-
patolégico.

DISCUSION

Estd plenamente aceptada la muy escasa
efectividad de la quimioterapia en los tumores rena-
les. Los férmacos mds cominmente empleados como
la vimblastina y la floxuridina han mostrado tasas de
respuesta de tan solo un 7 y 16 % respectivamente.
En un estudio en fase Il realizado sobre 3.500 pa-
cientes se observé una tasa de respuesta obijetiva del
5,6 %, tras haber utilizado 72 diferentes farmacos
antitumorales (21). En los Gltimos afios tampoco se
han llevado a cabo avances significativos en este te-
rreno (22).

Por una parte estd la marcada toxicidad de
estos fdrmacos cuando se pretende utilizarlos a dosis
elevadas, incluso administrdndolos en esquemas de in-
fusién continua ajustados al ritmo circadiano (23,24)
y por ofra el mecanismo defensivo con que cuentan las
células del carcinoma renal basado en la presencia de
glicoproteina P (producto del gen MDR-1) que estd im-
plicada en los mecanismos de bombeo de productos
toxicos infracelulares al exterior de las células, y que
en cierfo modo explica la resistencia del carcinoma de
células renales a la quimioterapia (25).

De conseguirse una elevadisima concentra-
cién de estos farmacos en el seno de un tumor renal,
eludiendo los efectos sistémicos de los mismos, lle-
garia a hacerse ineficaz el mecanismo de bombeo
defensivo de estas células y terminarian muriendo.
Esta es la hipotesis que nos ha movido a investigar
la forma de concentrar en el seno del tumor dosis
masivas de un quimioterdpico transportado por na-
noparticulas.

El hecho de que en nuestra investigacién ha-
yamos elegido como farmaco antitumoral a la Doxo-
rrubicina obedece (nicamente a que este producto
habia sido ya evaluado previamente en combinacién
con nanoparticulas magnéticas (26,27). El uso de la
doxorrubicina por via sistémica tiene al igual que el
resto de los farmacos antitumorales el inconveniente
su elevada toxicidad, que en su caso se manifiesta
especialmente a nivel del misculo cardiaco.

En el futuro y sirviéndonos de ligandos es-
pecificos en la superficie de nuestras nanoparticula
podremos vehiculizar con las misma inmunomodula-
dores u ofros nuevos farmacos de disefio molecular
que muestren una mayor efectividad en el tratamiento
del carcinoma renal.
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Las nanoparticulas de éxido de hierro son
bien toleradas por el cuerpo y se degradan progre-
sivamente con el tiempo (28). El tamafo de las par-
ticulas que suelen utilizarse més frecuentemente en
aplicaciones biomédicas estd por debajo de una mi-
cra, y usualmente son menores de 500 nanémetros.
Las particulas més pequefas suelen tener una gran
drea de superficie activa y baja fuerza de cohesién,
algo que previene su agregacion antes de aplicarles
un campo magnético. Por el contrario, ellas tienen
una baja susceptibilidad magnética e imanacién de
saturacién, lo que hace que presenten una peor res-
puesta magnética. De aqui que se hace necesario
ajustar los requerimientos para mantener un buen
control magnético de las mismas en la entrega de la
carga farmacolégica que transportan.

Aunque nosotros hemos realizado los tests
basicos recomendados para el estudio de biocompa-
tibilidad de superficies, procurando adaptarlos para
estudiar las nanoparticulas circulantes en el torrente
sanguineo, hacemos constar que hasta el momento
actual no se han definido bien los requisitos de los
ensayos destinados a la valoracién de ferrofluidos.
En nuestra opinién, las nanoparticulas circulantes de-
berian ser testadas mediante reologia y estudios de
activacién plaquetaria, de coagulacién y del posible
dafio endotelial.

A pesar de que los resultados iniciales con
nuestro modelo quirirgico experimental son satisfac-
torios, intentamos ahora aminorar adn mas el trauma
ocasionado por el implante de la diana magnética.
Para ello estamos buscando un punzén de 9 Fr que
permita el implante de dos imanes cilindricos de dia-
metro mas reducido (3 mm de diametro x 1,5 mm de
altura). El gradiente de campo magnético obtenido
de esta forma equivaldria aproximadamente a la de
la diana magnética que actualmente utilizamos.

Estamos disefiando también un procedimien-
to percutdneo, exclusivamente dirigido por radiosco-
pia, para poner extraer las dianas magnéticas tras
haber concluido la fase terapéutica.

El modelo experimental nos ha permitido
comprobar que el implante laparoscopico de una
diana magnética en el parénquima renal es un proce-
dimiento facilmente reproducible para cualquier uré-
logo que domine la laparoscopia. Que la tolerancia
a corto y medio plazo de las dianas magnéticas en el
seno del parénquima renal es buena. Su situacién de
la diana, una vez insertada, se controla facilmente a
lo largo del periodo postoperatorio mediante ecogra-
fia abdominal. Uno de los puntos més importantes de
este estudio es la constatacién histopatolégica de la
distribucién y tolerancia de las nanoparticulas ,a cor-
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to y medio plazo, en ambos rifiones, higado, bazo,
pulmén, ganglios y médula ésea.

En los cortes histopatolégicos se observa un
mayor cimulo de nanoparticulas en las proximida-
des de la diana magnética, pero sobre todo hemos
observado que éstas llegan a contactar y adherirse
firmemente a ésta resultando dificil separarlas dada
su alta capacidad magnética.

Sin embargo, también hemos constatado
presencia de nanoparticulas repartidas en otros 6r-
ganos, incluyendo al rifién contralateral. No hemos
observado en los animales con supervivencias mas
largas que se produjera una mayor concentracion
de nanoparticulas en la diana magnética, lo que nos
hace pensar que la captacién de las mismas se hace
en los primeros momentos tras haber sido inyectadas
intravenosamente.

CONCLUSIONES

La escasa respuesta de las células del carci-
noma renal a la quimioterapia es ya conocida y estd
relacionada con su propia capacidad de autodepu-
racién toxica

La elevada toxicidad a nivel sistémico y la
escasa respuesta obtenida hacen que la quimiotera-
pia actual aporte muy pocos beneficios al tratamiento
del hipernefroma, por lo que no se considera a ésta
como un recurso de muy escasa utilidad.

Para conseguir contrarrestar el efecto de
bombeo de substancias téxicas al exterior que tienen
las células del cancer renal haria falta incrementar
la dosis del farmaco hasta niveles que resultarian in-
compatibles con la vida.

La posibilidad de obtener localmente muy al-
tas tasas de quimioterapia antitumoral y de poder ir
renovando esta dosis dentro del propio tumor abre,
desde el punto de vista tedrico, nuevas esperanzas
al tratamiento médico del hipernefroma.

Con el recurso de la nanotecnologia se han
abierto nuevos cauces para el transporte y entrega
de farmacos. Las nanoparticulas utilizadas con estos
fines pueden focalizarse hacia el tumor mediante pro-
cedimientos fisicos, quimicos o inmunolégicos.

El implante percuténeo intratumoral de dia-
nas magnéticas permite focalizar hacia las mismas
nanoparticulas ferro carbonosas cargadas con un
farmaco antitumoral.

El mayor obstaculo que se presenta ante esta
nueva forma de administracién de farmacos es la ba-
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rrera fisiolégica del sistema reticulo endotelial, que
captura un alto porcentaje de las nanoparticulas, im-
pidiendo que lleguen al punto focalizado.

Nuestro equipo de investigacion se centra

actualmente en conseguir un blindaje temporal de las
nanoparticulas, que les permita eludir el ataque del
sistema inmunocelular sin mermar el resto de sus fun-

ciones.
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