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RESUMEN

Introduccion. En México, los tumores malignos represen-
tan la segunda causa de muerte en la poblacion general. El
tratamiento de cancer con radiofrecuencia (RF) esta orientado
a eliminar el tumor conservando el tejido sano. La efectividad del
proceso ablativo por RF estd asociada a la potencial capacidad de
focalizar la energia electromagnética en la region tumoral.

Objetivo. Describir los resultados preliminares del desarrollo
y evaluacion de una técnica no invasiva de ablacion selectiva de
células cancerigenas a través de RF.

Material y métodos. Se realizaron simulaciones por com-
putadora de la exposicion a RF de tejido tumoral con concen-
traciones de nanoparticulas magnéticas. Se marcaron células
cancerigenas in vitro con nanoparticulas magnéticas y se expu-
sieron a la influencia de RF. La efectividad de la técnica como
procedimiento ablativo focalizado se evalud6 a través de la ob-
servacion de viabilidad celular con respecto a células canceri-
genas sin marcar. La simulacion por computadora mostrd la
pertinencia de la técnica para focalizar la energia en la region
tumoral.

Resultados. Los resultados experimentales indican
que el protocolo de acoplamiento empleado es adecuado
para marcar células cancerigenas. La viabilidad de las
células tumorales marcadas con nanoparticulas magnéti-
cas disminuyd con respecto a las células tumorales sin
marcar.

Selective thermoablation of carcinogenic cells across
magnetic nanoparticles bioconjugate and radiofrequency:
study of in vitro viability

SUMMARY

Introduction. In Mexico, malignant tumors represent the se-
cond cause of mortality in the general population. The cancer treat-
ment by radiofrecuency (RF) is focused on tumor destruction pre-
serving healthy tissue. The effectivity of the RF ablative process
is associated to its potential capacity to concentrate the electro-
magnetic energy in the tumoral region.

Objective. To describe preliminary results of the development
and evaluation of a non invasive technique focused on the selecti-
ve ablation of tumoral cells by RF.

Material and methods. Computer simulations of tumoral tis-
sue with magnetic nanoparticles exposed to RF were developed.
Tumoral cells in vitro previously marked with magnetic nanopar-
ticles were exposed to RF. The effectivity of the technique as a
selective ablative procedure was evaluated by viability studies;
viability of unmarked tumoral cells was taken as reference value.
The simulation study showed the pertinence of the technique to
concentrate the energy in the tumoral region.

Results. The experimental results suggest that the used proto-
col for nanoparticles coupling is suitable to mark tumoral cells.
After the RF exposition, the viability of marked tumoral cells with
magnetic nanoparticles decreased with respect to unmarked cells.
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Conclusién. Los resultados tedricos y experimentales sostienen
el valor potencial de la propuesta técnica como método no invasivo
para la ablacion focalizada de cancer a través de RF.

Palabras clave: termoablacion, radiofrecuencia, cancer.

Introduccion

Tumores malignos en 6rganos y tejidos como: mama,
utero, prostata, traquea, pulmoén, estomago, higado y cere-
bro estan considerados dentro de las principales causas de
mortalidad general.! En México, los tumores malignos re-
presentan la segunda causa de muerte en la poblacion ge-
neral y en mujeres mayores de los 25 afios representa la
primera.’

Recientes tratamientos contra el cancer se basan en tec-
nologias tales como crioablacion y ablacion por radiofre-
cuencia (RF). La crioablacion se ha estudiado como uno de
los mejores procedimientos ablativos y los estudios clinicos
han mostrado resultados prometedores asociados a un buen
perfil de seguridad. Sin embargo, son necesarios estudios a
largo plazo para determinar los mejores criterios de selec-
cion y confirmar resultados de largo plazo en comparacion
con técnicas quirargicas convencionales.’

Dentro de los procedimientos coadyuvantes que han co-
brado relevancia en los ultimos afios para la destruccion fo-
cal de tumores cancerigenos en general se encuentra la abla-
cion percutanea de imagen dirigida con RF. Dentro de las
ventajas que ofrece esta técnica se encuentran la posibilidad
de evitar la cirugia radical, disminucién de la morbilidad,
terapia del paciente no internado y la capacidad de tratar a
candidatos quirirgicos con pobre prondstico.

El tratamiento de cancer con RF esta orientado a elimi-
nar el tumor conservando el tejido sano. La técnica consiste
en colocar un electrodo especial directamente en el tumor.
La aplicacion de corrientes alternas de RF produce una fric-
cion resistiva en el tejido que es convertida en calor.* El
calor induce destruccion celular y desnaturalizacion de pro-
teinas a temperaturas superiores a los 50 °C cuando se apli-
ca por periodos de 4 a 6 min y destruccion casi instantanea
cuando la temperatura es mayor a los 60 °C.° Un sistema de
RF emite una microonda capaz de quemar la masa canceri-
gena y eliminarla. Los especialistas monitorizan el proceso
a través de técnicas de imagenologia que permiten insertar
el electrodo en el lugar correcto.

Los resultados hasta ahora encontrados reportan que el
éxito del proceso ablativo por RF depende en gran medida
del tamafio y ubicacion del tumor. Entre los pacientes can-
didatos a este tratamiento se encuentran aquellos cuyos tu-
mores son inferiores a 3 cm de didmetro.*!® Tumores ex-
tendidos no ofrecen probabilidades atractivas de éxito a un
procedimiento ablativo,* 1o cual refleja en parte las limita-
ciones biofisioldgicas in vivo impuestas por el enfriamiento
vascular mediado por perfusion, lo cual a su vez limita la
necrosis inducida por calor.''?
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Conclusion. The theoretical and experimental findings support
the potential value of the technical proposal as a selective and non
invasive ablative method for cancer treatment by radiofrequency.

Key words: Thermoablation, radiofrequency, cancer.

Horkan C'y cols. demostraron que agentes como el tridxi-
do de arsénico pueden reducir el flujo sanguineo a tumores
inducidos (44-16%) e incrementar significativamente la coa-
gulacion inducida por RF.™ Los resultados obtenidos en un
modelo experimental de tumor renal en conejo sugieren que
la modulacion farmacologica del flujo sanguineo al tumor
puede representar una alternativa de tratamiento focalizado
mediante ablacion térmica por RF, lo cual ofrece una posi-
bilidad de tratamiento no invasivo a tumores renales malig-
nos grandes y centralmente localizados.

Recientemente se estudio la posibilidad de inducir hiper-
termia intersticial basado en la excitacion de dos tipos de
nanoparticulas superparamagnéticas biocompatibles (6xido
de hierro recubiertas con dextran o aminosilano). Durante
el estudio se inyectd el material superparamagnético en tu-
mores inducidos en cerebro de rata, posteriormente fueron
expuestos a campos magnéticos oscilantes (0-18 kA/m; 100
kHz). Los resultados demostraron la viabilidad de utilizar
termoablacion por RF focalizada para el tratamiento de can-
cer en cerebro."

Hilger 1 y cols. reportaron el efecto de la temperatura en
la muerte celular de adenocarcinomas humanos implanta-
dos en ratones. Calentamiento por magnetismo fue induci-
do mediante la inyeccion de material magnético en el tumor
(7 £ 3 mg de magnetita) y la exposicion a campos magnéti-
cos oscilantes (8.8 kA/m; 400 kHz). El estudio indica un
aparente umbral de temperatura en el que el dafio al ADN
de células tumorales es irreversible.'®

Aun cuando se han observado los potenciales beneficios
del proceso ablativo por RF para el tratamiento de carcino-
mas, la técnica aliin presenta limitaciones asociadas a la lo-
calizacion y dimension del tumor objetivo. Los datos mues-
tran un 90% de eficacia para tumores menores de 3 cm, la
eficacia es mucho menor para lesiones de 3 a 5 cm y, en
general, la ablacion de lesiones mayores de 4 0 5 cm no se
recomienda y los pacientes son considerados para reseccion
quirurgica. Ademas, siempre que los tumores estan locali-
zados en areas de vasculatura importante no pueden ser tra-
tados con certeza debido a las limitaciones impuestas por la
reperfusion mediada por la recirculacion vascular.

En general, la efectividad del proceso ablativo por RF de
neoplasias cancerigenas parece estar asociada a la potencial
capacidad de focalizar la energia electromagnética en una
region especifica. Hasta donde conocemos, actualmente no
existe una técnica que permita realizar el proceso ablativo
de manera selectiva en células cancerigenas conservando la
viabilidad de células sanas.

Nuestro grupo de investigacion propone desarrollar una
tecnologia orientada a la destruccion selectiva y no invasiva
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de neoplasias malignas a través de un proceso ablativo
por RF. La técnica consiste en marcar células tumorales
malignas con nanoparticulas magnéticas unidas a un an-
ticuerpo monoclonal especifico (de ahi su naturaleza de
nanoparticula bioconjugada), el cual reconoce antigenos
caracteristicos en la membrana de las células cancerige-
nas blanco. Nuestra hipotesis de estudio considera que
las células cancerigenas marcadas con nanoparticulas fe-
rromagnéticas al ser sometidas a la influencia de campos
electromagnéticos oscilantes en el rango de las microondas
presentan la induccion selectiva de corrientes eléctricas. La
intensidad del campo eléctrico generado por dichas corrien-
tes se disipa en energia calorifica manifestindose como un
proceso ablativo focalizado, lo cual permite conservar la
viabilidad de células sanas.

El presente reporte describe resultados preliminares del
desarrollo y evaluacion de una técnica no invasiva de abla-
cion selectiva por RF de células cancerigenas. Se reportan
estudios tedricos que comprenden simulaciones por compu-
tadora del efecto ablativo por RF en tejido tumoral con con-
centraciones de nanoparticulas ferromagnéticas, asi como
estudios experimentales que consisten en el marcado de cé-
lulas cancerigenas in vitro con nanoparticulas magnéticas y
anticuerpos monoclonales especificos, posteriormente la
exposicion de dichas células a la influencia de campos elec-
tromagnéticos oscilantes en el rango de frecuencias de las
microondas. La técnica comprende el disefio de un equipo
generador de RF adaptado para radiar direccionalmente
muestras de células in vitro. La evaluacion experimental de
la tecnologia consiste en determinar la efectividad de la téc-
nica como procedimiento ablativo a través de la observa-
cion de viabilidad celular.

La vision futurista de aplicacion clinica de la presente
propuesta consiste en la infusién endovenosa de nanoparti-
culas magnéticas unidas a un ligando cuya especificidad sea
caracteristica de un receptor dado en la superficie de células
blanco. Posteriormente radiar la region tumoral con RF e
inducir un proceso ablativo focalizado en las células marca-
das con nanoparticulas magnéticas.

Material y métodos

Modelacion biofisica y simulacion por computadora

Con el fin de evaluar tedricamente la viabilidad de la
técnica propuesta como un proceso ablativo selectivo, se
estimaron los efectos de biodegradacion que la intensidad
y frecuencia de campos electromagnéticos en el rango de
las microondas ejercen en un modelo biofisico propuesto
cony sin la influencia de particulas magnéticas. Se disefid
un modelo biofisico ideal de tejido renal sano y tumoral
con particulas ferromagnéticas (concentraciones de Fe). Se
simul6 por computadora un campo magnético de alta in-
tensidad y frecuencia al interior de la muestra tejido-parti-
culas magnéticas, las propiedades eléctricas de tejido sano
y tumoral fueron adaptadas de la literatura. El modelo bio-
fisico y la simulacién se realizé a través de la técnica de
modelacion multifisica por elemento finito utilizando los
modulos electromagnéticos y de transferencia de calor del
software FEMLAB (Comsol Multiphysics®); se calcularon
y representaron las distribuciones de las lineas de flujo
magnético, asi como el gradiente de temperatura en el teji-
do con y sin la presencia de particulas magnéticas influida
por la presencia del campo magnético. La figura 1 repre-
senta el modelo biofisico simulado de tejido sano y tumo-

Concentracion de
nanoparticulas
ferromagnéticas

Lineas de flujo
magnético

#f————  Antena generadora de RF

Tejido tumoral

Tejido sano

Figura 1. Modelo biofisico de tejido sano y tumoral con concentraciones de particulas ferromagnéticas distribuidas aleatoriamente en la region
del tejido tumoral. La muestra tejido-particulas ferromagnéticas es influida por la presencia de un campo magnético de alta intensidad y frecuen-
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ral con concentraciones de particulas ferromagnéticas dis-
tribuidas aleatoriamente en la region del tejido tumoral. La
muestra de tejido-particulas ferromagnéticas es influida por
la presencia de un campo magnético de alta intensidad y
frecuencia.

Instrumentacion biomédica

Se disefio una camara de exposicion a RF para cultivos
celulares (con opcion de utilizarse en especies menores de
experimentacion biomédica). El disefio consistio en la adap-
tacion de un generador de microondas de tipo industrial
(Magnetrén - Marca: Daewoo, Modelo 2M218 JF, 2.45GHz
a 1KW) a una camara de acrilico cubica expresamente dise-
fiada para alojar tubos de ensayo de 45 mm de longitud por
10 mm de diametro. El disefio del sistema contempla que en
los citados tubos de ensayo se pueda depositar un volumen
aproximado de 1 mL de células en suspension para ser so-
metidas a radiacion de RF. El sistema se adapto para que la
antena radiara directamente en la parte inferior del tubo de
ensayo. La figura 2 ilustra la apariencia de la camara de ex-
posicion a RF para cultivos celulares.

Establecimiento del modelo in vitro

Células renales cancerigenas. Se establecio un modelo
in vitro de células cancerigenas renales en cultivos prima-
rios. Muestras de tejido, provenientes de rifdén humano (ex-
traidas por nefrectomia radical en el Hospital Central Mili-
tar) fueron procesadas entre 20 y 30 min después de que fue
extraido el 6rgano; se tomaron porciones entre 2 y 3 cm® o
aproximadamente 15 g de tejido tumoral y tejido sano por
separado; como medio de transporte se utilizo solucion de
fosfatos y boratos 1% (PBS). La figura 3 muestra el proce-
dimiento de obtencidon de biopsias de tejido renal sano y
tumoral a través de nefrectomia radical realizada en el Hos-
pital Central Militar.

Posterior a la toma de biopsias, las muestras fueron dis-
gregadas en condiciones de esterilidad en una campana de
flujo laminar y se tamizé con 20 mL de medio de cultivo
para recuperar las células; después de separar las células de
las impurezas de tejido fueron colocadas en botellas de 250
uL, para establecer el cultivo con 10 mL de medio de culti-
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Figura 2. Apariencia fi-
sica de la camara de ex-
posicion a radiofrecuen-
cia para cultivos celula-
res. A) Camara completa
con espacio suficiente
para futuras experimen-
taciones en especies me-
nores. B) Antena radia-
dora con tubo de ensaye
que contiene 1 mL de
medio de cultivo.

vo D-MEM (Gibco BRL) enriquecido con suero fetal de bo-
vino (decomplementado) al 30% y una mezcla de antibidtico
de anfotericina, gentamicina y amikacina, los cultivos perma-
necieron a 37 °C de temperatura 'y 5% de CO2, por 24 horas y
después de este tiempo se cambio el porcentaje del suero al
10% y cada tres dias se cambid el medio para expandir y
formar la monocapa de células.

Células de leucemia. Se utilizaron células de pacientes
con Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) procedentes del
Centro Médico Nacional “La Raza” (IMSS), México, D.F.,
las cuales se obtuvieron mediante aspirado de médula 6sea.
Estas muestras fueron inicialmente empleadas para la inmu-
notipificacidon por citometria de flujo y posteriormente se
emplearon en nuestro laboratorio como un control positivo.

Figura 3. Procedimiento de obtencion de biopsias de tejido renal sano y
tumoral a través de nefrectomia radical realizada en el Hospital Central
Militar.
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Las células se marcaron con el anticuerpo monoclonal anti-
CD10 conjugado con Fluoresceina (FITC) y posteriormente
se acoplaron a las nanoparticulas magnéticas. Un analisis de
microscopia confocal se utilizé para demostrar la funciona-
lidad y especificidad del anticuerpo conjugado a la nano-
particula.

Inmunotipificacién celular

Una vez establecido el cultivo primario de las células de
carcinoma renal se realiz6 la tipificacion de las células me-
diante la técnica de citometria de flujo. Dicha técnica em-
plea una marca fluorescente FITC acoplada a un anticuerpo
monoclonal (anti-CD10), el cual se une a la membrana de
células cancerigenas, lo que permite identificar de manera
especifica la poblacion de células tumorales en cada cultivo
establecido. Para el estudio nos apoyamos con el equipo de
citometria de flujo, modelo FacsCalibur (Becton Dickinson.
San José California, USA) utilizando el programa Cell-Quest.
El equipo se encuentra ubicado en la Seccién de Hematolo-
gia Especial del Laboratorio Clinico de la Unidad Médica
de Alta Especialidad “Gaudencio Gonzélez Garza” del Cen-
tro Médico Nacional “La Raza”.

Acoplamiento nanoparticulas-anticuerpo

Las nanoparticulas magnéticas que se utilizaron en este
estudio fueron del tipo fluidMAG-ARA (Chemicell GmbH.
Berlin, Alemania) cuyo didmetro aproximado es de 300 na-
ndémetros y poseen una propiedad superparamagnética. Las
nanoparticulas tienen un nucleo de magnetita (Fe304) re-
cubiertas de un polisacarido con grupos funcionales carboxi-
lo. El ligando del bioconjugado corresponde al anticuerpo
monoclonal anti-CD10, el cual contiene un grupo funcional
amino; ambos grupos funcionales son activados por medio
de carbodimida. La carbodimida reacciona con los grupos

Figura 4. Representacion esquematica del principio de enlace covalente
via grupos carboxilos de una nanoparticula magnética del tipo fluidMAG-
ARA vy su ligando dado por un anticuerpo monoclonal (anti CD-10)."”
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carboxilos de las perlas magnéticas para producir derivados
altamente reactivos de la O-acilurea y enseguida reaccionar
rapidamente con los grupos amino del ligando. La reaccion
genera un enlace covalente que garantiza el acoplamiento
estable de la nanoparticula al anticuerpo. El protocolo de
acoplamiento consiste en colocar las nanoparticulas fluid-
MAG-ARA en un bufer (MES) a una concentracion de 0.1
M y un pH de 5, posteriormente se adicionan 250 pL de
carbodimida y se incuba durante 10 min, de esta forma se
activan los grupos funcionales de la matriz de polisacarido.
A continuacion se realizan dos lavados con MES emplean-
do un separador magnético y se adiciona el anticuerpo para
incubar durante dos horas a temperatura ambiente. Final-
mente se procede a lavar las nanoparticulas unidas a su li-
gando pero ahora empleando un bufer salino de fosfatos. La
figura 4 muestra la representacion esquematica del princi-
pio de enlace covalente via grupos carboxilos de una nano-
particula magnética del tipo fluidMAG-ARA y su ligando
dado por el anti-CD10, tal acoplamiento fue practicado en
este estudio.!”

Microscopia

Con el objetivo de evidenciar fisicamente el complejo
bioconjugado nanoparticula-anticuerpo unido a la membra-
na de células cancerigenas, se utilizé microscopia confocal
y microscopia electronica de barrido; para el efecto se em-
pled el microscopio confocal marca Carl-Zeiss, modelo LSM
5 Pascal que se ubica en el Laboratorio de Histologia de la
Escuela Médico Militar, Universidad del Ejército y Fuerza
Aérea, asi como el microscopio electronico de barrido mar-
ca JEOL, modelo JSM-6490LV que se ubica en el area de
metalografia y microscopia electrénica del Centro de Inves-
tigacion Aplicada y Desarrollo Tecnoldgico de la Industria
Militar (CIADTIM). Este ltimo microscopio nos permitié
a su vez reconocer fisicamente las nanoparticulas magnéti-
cas y comprobar la presencia de Fe en las mismas, para el
efecto se utilizo el espectrometro de energia dispersiva mar-
ca Oxford Instrument INCAX-SIGHT, modelo 7573, aco-
plado al microscopio electronico mencionado.

Procedimiento ablativo

Muestras de leucocitos in vitro obtenidos mediante aspi-
rado de médula 6sea fueron marcados con nanoparticulas
magnéticas previamente acopladas al anticuerpo CD-10
como se describe en la seccion “acoplamiento nanoparticu-
las-anticuerpo”. Muestras adicionales de leucocitos fueron
mantenidas sin acoplamiento de nanoparticulas magnéticas.
Ambos tipos de muestras fueron expuestas a la influencia
de RF a través de la camara descrita en la subseccion “ins-
trumentaciéon biomédica”. Los tiempos de exposicion fue-
ron tres ciclos de 100 seg segmentados en 10 seg de exposi-
cion por 90 seg de relajacion (3*10/90). Una vez realizada
la ablacion con RF se realizaron pruebas de viabilidad celu-
lar mediante la exclusion de tincién con azul tripano, dicha
prueba tifie las células que han perdido la integridad de su
membrana.
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Resultados

La figura 5 muestra los resultados de la simulacion por
computadora que determina la distribucion de lineas de flu-
jo magnético en la muestra tejido-particulas ferromagnéti-
cas. Se observa una mayor concentracion de energia (lineas
de flujo magnético) en la region tumoral de la muestra que
presenta concentraciones de particulas ferromagnéticas.
Anélogamente, la figura 5 muestra el gradiente de tempera-
tura en la muestra tejido-particulas ferromagnéticas. Se ob-
serva una mayor concentracion de energia (temperatura) en
la region tumoral de la muestra que presenta concentracio-
nes de particulas ferromagnéticas. En las figuras solo se
muestra la mitad geométrica del modelo como una técnica
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de optimizacion de recursos computacionales. Resultados
parciales del presente estudio de simulacion biofisica por
computadora fue presentado por nuestro grupo en el IV
Congreso Latinoamericano de Ingenieria Biomédica, Isla
Margarita, Venezuela, septiembre 2007.'8

Como resultado de la técnica in vitro de células renales
cancerigenas, se logrd la obtencion de células renales vi-
vas y con capacidad de proliferacion, logrando obtener
células adheridas a los cuatro o cinco dias después de la
siembra y una confluencia de 20 y 40% para células sanas y
tumorales, respectivamente. La confluencia fue de 30 y 40%
para los 20 y 25 dias, respectivamente. La figura 6 muestra
un cultivo primario de células tumorales y un cultivo prima-
rio de células normales. Los resultados de tamafio y granu-
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Figura 5. Simulacion de la distribucion de la densidad de corriente inducida en tejido renal sano y tumoral: A) Sin la influencia de nanoparticulas
magnéticas. B) Con la influencia de nanoparticulas magnéticas. Simulacion del gradiente de temperatura en tejido renal sano y tumoral: C) Sin la
influencia de nanoparticulas magnéticas. D) Con la influencia de nanoparticulas magnéticas. S6lo se muestra la mitad geométrica del modelo como una

técnica de optimizacion de recursos computacionales.
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Figura 6. Cultivo prima-
rio de células tumorales
(A) y células normales
(B), ambas muestras dis-
gregadas de tejido renal
tumoral y sano extraido
por nefrectomia radical
en el Hospital Central
Militar. Imagenes obte-
nidas con microscopio
invertido marca Rei-
chert, modelo BioStart a
40X aumentos.
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Figura 7. Aglomeracion
de nanoparticulas que
presentan fluorescencia
acopladas a células can-
cerigenas. A) Célula re-
nal cancerigena. B)
Blastos obtenidos me-
diante aspirado de médu-
la 6sea (imagenes adqui-
ridas a X1,000 aumentos
con el microscopio con-
focal de la Escuela Mé-
dico Militar).

laridad asi como los de conteos celulares obtenidos a tra-
vés de citometria de flujo (graficas Dot Plot) indican que
la proporcion de células normales y tumorales cultivadas
son consistentes a las confluencias observadas microsco-
picamente. Células renales normales marcadas con el anti-
cuerpo monoclonal CD-10 FITC mostr6 una intensidad de
fluorescencia menor de 0.6%, mientras que las células re-
nales tumorales tuvieron un porcentaje de 4.7%.

La figura 7 muestra la fotografia de una célula renal
cancerigena marcada con nanoparticulas magnéticas. La
figura 6 muestra la fotografia de un leucocito obtenido
mediante aspirado de médula 6sea marcado con nanpoarti-
culas magnéticas. En ambos casos las nanoparticulas fue-
ron previamente acopladas al anticuerpo CD-10. Las ima-
14,000 1prg 0001 09 45 SEI genes se obtuvieron con microscopia confocal y un aumento
X1000. La aglomeracion de fluorescencia evidencia la pre-

Figura 8. Fotografia de las nanoparticulas magnéticas empleadas. Las
nanoparticulas son del tipo fluidMAG-ARA vy tienen un diametro aproxi-
mado de 300 nm. Imagen adquirida con el microscopio electronico de ba-
rrido del CIADTIM.

Bioconjugados
nanoparticula-anticuerpo

Pall ow 1Y o G T (VTR Bl

EkV  X10,000 1pm 00041 1135 SEl

Figura 9. Espectro de microscopia electronica correspondiente a las na-

noparticulas fluidMAG-ARA. La presencia de Fe es evidente y significa-  Figura 10. Fotografia que muestra los bioconjugados nanoparticula-anti-
tiva. Espectro adquirido con el espectrometro de energia dispersiva aco-  cuerpo embebidos en la membrana de una célula cancerigena. Imagen ad-
plado al microscopio electronico de barrido del CIADTIM. quirida con el microscopio electronico de barrido del CIADTIM.
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Cuadro 1. Resultados de viabilidad de células leucémicas después de la exposicion a RF con y sin acoplamiento de nanoparticulas magnéticas.

Viabilidad (%)

Temperatura (°C)

Antes Después Diferencia Antes de Después Diferencia

de RF de RF porcentual RF de RF porcentual
Células sin marcar 37 29 21.6 23 41 78.2
Células marcadas 38 28 26.3 23 46 100

sencia de complejos bioconjugados anticuerpo-nanoparti-
cula magnética adheridos a la membrana de las células can-
cerigenas.

La figura 8 muestra una fotografia que permite identifi-
car las nanoparticulas ferromagnéticas utilizadas en este estu-
dio. Las imagenes se obtuvieron con el microscopio electro-
nico de barrido del CIADTIM. Las nanoparticulas fueron
colocadas en una base de cobre y recubiertas con una fina
capa de oro. Para su analisis se utilizd un aumento de
X14,000 a 10KV. El didmetro de las nanoparticulas obser-
vadas es del orden de 300 nm. Un anélisis espectroscopico
de una porcién del campo mostrado en la figura 8 revel6 un
contenido importante de Fe. La figura 9 muestra un espec-
tro de energia dispersiva correspondiente a las nanoparticu-
las empleadas; se observa que la presencia de Fe es evidente
y significativa.

La observacion por microscopia electronica nos permitid
identificar la presencia de nanoparticulas de Fe embebidas
en la membrana de células cancerigenas, las cuales fueron
sometidas al protocolo de acoplamiento previamente des-
crito. Para el efecto se empled el microscopio electronico de
barrido del CIADTIM; se utilizé un aumento de X10,000 a
5KV. La figura 10 muestra una fotografia de las nanoparti-
culas ferromagnéticas de un diametro aproximado de 300
nm embebidas en la periferia de la membrana de un leucoci-
to. La imagen representa la viabilidad experimental de la
unidn del bioconjugado nanoparticula-anticuerpo al antige-
no especifico en la membrana celular.

Posterior al proceso de ablacion por RF, los estudios de
tincion con azul tripano permitieron identificar una diferen-
cia en la viabilidad celular de aproximadamente 5% menor
en las células marcadas con nanoparticulas magnéticas con
respecto a las que permanecieron sin marcar. El incremento
en temperatura de las células marcadas fue aproximadamente
22% mayor con respecto a las células sin marcar. El cuadro
1 muestra los resultados de viabilidad de células leucémicas
después de la exposicion a RF.

Discusion

La simulacion biofisica por computadora de la exposi-
cion de tejido renal sano y tumoral a RF produjo una ma-
yor induccion de corrientes en la region tumoral. Dicho
comportamiento se explica por la mayor conductividad
eléctrica que presenta el Fe con respecto al material biold-
gico. La intensidad del campo eléctrico generado por las
corrientes inducidas en el tejido se disipan en forma de
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calor a través de las propiedades termoconductivas tisula-
res; en este sentido, el gradiente de temperatura se incre-
menta en la region tumoral como una funcion de la con-
centracion de Fe, lo cual a su vez se puede interpretar como
un efecto ablativo focalizado.

Los estudios realizados con microscopia confocal y mi-
croscopia electronica de barridos en células renales canceri-
genas y en blastos obtenido mediante aspirado de médula
osea, nos permiten inferir la presencia de complejos bio-
conjugados anticuerpo-nanoparticula magnética adheridos
a la membrana de las células en estudio. Sin embargo, dicha
evaluacion basada en imagenes representa una interpreta-
cion cualitativa del efecto de acoplamiento, por lo que el
presente estudio aun requiere completarse con una técnica
de evaluacion cuantitativa que relacione la cantidad de na-
noparticulas empleadas en el protocolo de acoplamiento en
una poblacion celular determinada y en funcién de tal refe-
rencia estimar la proporcion relativa de nanoparticulas mag-
néticas adheridas a la membrana celular.

Los andlisis con azul tripano realizados después de la
exposicion de cultivos celulares a RF arrojan un decremen-
to en la viabilidad de las células marcadas con nanoparticu-
las magnéticas con respecto a las que permanecieron sin
marcar. Tal decremento se relaciona a una consistente dife-
rencia en la temperatura alcanzada en ambas muestras de
cultivos celulares, lo anterior indica que la viabilidad celu-
lar esta asociada a las propiedades termoconductivas de cé-
lulas marcadas con las nanoparticulas magnéticas. Tales
propiedades son a su vez son una funcién de la conductivi-
dad eléctrica que presenta el Fe. Asi, la intensidad del cam-
po eléctrico generado por las corrientes inducidas promueve
un incremento en el gradiente de temperatura principalmen-
te en la vecindad de las nanoparticulas acopladas, lo cual a
su vez se refleja como un proceso ablativo selectivo en la
vecindad de las membranas de células marcadas con tales
nanoparticulas.

Conclusion

La simulacion por computadora de la exposicion a RF de
tejido renal tumoral con concentraciones de nanoparticulas
ferromagnéticas mostré desde el punto de vista tedrico la
pertinencia de la técnica propuesta como un método alterno
en el tratamiento del cancer. Los resultados experimentales
indican que el protocolo de acoplamiento empleado es ade-
cuado y especifico para efectos de marcar selectivamente
células cancerigenas. La exposicion a RF de células cance-



Termoablacion selectiva de células cancerigenas a través de nanoparticulas magnéticas

rigenas in vitro con y sin acoplamiento de nanoparticulas
magnéticas, asi como la posterior evaluacion de viabilidad
celular sostienen que la técnica propuesta tiene el potencial
de llegar a ser una método no invasivo para la ablacion fo-
calizada de cancer a través de RF.
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