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Resumen

Los tratamientos para el cancer que se llevan a cabo actualmente
tienen una serie de limitaciones que, unido a que se trata de
técnicas invasivas, hace que se tienda a buscar nuevas
alternativas. Una de ellas es la hipertermia dirigida, cuyo
objetivo son las células cancerigenas. Se trata de una técnica
relativamente nueva, por lo que aun no se ha estudiado en
profundidad. En este trabajo, se han utilizado microhilos
magnéticos amorfos recubiertos de vidrio para calentar células
de osteosarcoma aplicando un campo magnético alterno. De
acuerdo con los resultados obtenidos de los ensayos realizados
“in vitro”, se puede confirmar que la utilizacién de estos
microhilos magnéticos reduce la proliferacion de células
cancerigenas dando lugar finalmente a la muerte celular.
Ademas, esta técnica es un proceso mucho menos invasivo que
los utilizados actualmente y que requiere exposiciones breves a
campos magnéticos débiles. Por todo esto, la hipertermia
dirigida se presenta como una alternativa efectiva para el
tratamiento de osteosarcoma.

1. Introduccion

De acuerdo con la OMS (Organizacién Mundial de la
Salud), el cancer es a dia de hoy una de las principales
causas de mortalidad, hecho que reflejan claramente los 8,2
millones de fallecidos en el afio 2012 por esta enfermedad.
[1] Ademas, se prevé que este nimero siga aumentando
Ilegando a superar los 17 millones en el afio 2030. [2]

Uno de los c&nceres mas comunes entre los nifios en edades
comprendidas entre 1 y 14 afios es el osteosarcoma (OS).
[3] Se trata de un neoplasma maligno agresivo que surge
de células primitivas transformadas de origen
mesenquimal 'y que muestran una diferenciacion
osteoblastica produciendo un osteoide maligno. El OS es
el cancer de huesos mas frecuente que existe, con una
incidencia de aproximadamente 2570 casos cada afio en
Estados Unidos, y que generalmente aparece en areas en
las que el hueso esta creciendo rapidamente, como pueden
ser el fémur, la tibia o el himero. [4]

ISBN: 978-84-9082-797-0, pags. 333- 336

El tratamiento del cancer depende tanto de la zona en la
que se ha generado el tumor como del estado de desarrollo
en el que se encuentre. A dia de hoy, los tratamientos mas
extendidos son la quimioterapia, la radioterapia y la
cirugia. Sin embargo, estos tratamientos producen
importantes efectos secundarios debido a su falta de
especificidad, ya que también atacan células sanas del
organismo. [5] En el caso concreto del osteosarcoma,
ademas, aun siguen siendo frecuentes las complicaciones,
como pueden ser infecciones o recurrencias locales del
tumor, las cuales pueden derivar en la necesidad de mas
cirugia o incluso amputacion. Por todo esto, es necesario el
desarrollo de nuevas técnicas para el tratamiento del cancer
en general y del osteosarcoma en particular, que limiten los
efectos secundarios de los tratamientos actuales.

Una de ellas y la cual tiene un gran potencial es la
hipertermia dirigida, que consiste en la hipertermia
localizada que permita Unicamente matar células
cancerigenas. [6,7] Entre todos los tipos de hipertermias, la
magnética es la que ofrece mejores perspectivas de futuro
para el tratamiento localizado del céancer. [8,9] El
fendmeno fisico que se esconde detras de esta técnica,
consiste en el calentamiento del area tumoral, en el que esta
alojado un objeto magnético, mediante la aplicacién de
campos magnéticos alternos. Este calentamiento hara que
se aumente la oxigenacion y la radio- y quimiosensibilidad
de las células tumorales, dando lugar a una reduccién del
tumor. De esta manera, lo que se busca es elevar la
temperatura de la regiéon tumoral, manteniendo intacta la
temperatura corporal del paciente. [8-10]

Este calentamiento de los materiales ferromagnéticos esta
relacionado con un ciclo de histéresis que representa el
trabajo disipandose como energia térmica. Generalmente,
la disipacién de energia bajo campos magnéticos alternos
se describe en términos de pérdidas magnéticas. Estas
pérdidas magnéticas pueden ser representadas mediante el
area del ciclo de histéresis del material.
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Recientemente, se han estudiado las propiedades térmicas
de microhilos amorfos ricos en Fe con recubrimiento de
vidrio como potencial aplicacion para hipertermia
magnética. Estos hilos pueden llegar a medir algunos
kilémetros de largo con un didmetro que varia entre 1 y 50
pm. [11] Este tipo de microhilos metalicos tienen unas
excelentes propiedades mecanicas [12] y magnéticas. [13]
Ademas, el recubrimiento de vidrio hace que se mejoren
sus propiedades mecanicas [14] y que presenten nuevas
funcionalidades aptas para aplicaciones médicas.

Por todo esto, en el presente trabajo se muestran los
resultados obtenidos acerca de la influencia que pueden
tener los microhilos metélicos recubiertos de vidrio,
calentados magnéticamente, en la viabilidad de células de
osteosarcoma.

2. Material y métodos
2.1.  Microhilos magnéticos amorfos

Para este estudio se han utilizado microhilos magnéticos,
compuestos de un nicleo metalico amorfo de Fe77B10Si10Cs
recubiertos de una fina capa de vidrio (Figura 1) (Tamag
Ibérica S.L.). Esta capa de vidrio sirve de aislamiento para
que el ndcleo metalico no se vea afectado por las
condiciones del entorno. El didmetro del ndcleo es de 23
pm y el didmetro total de 32 pum.

Microhilo Recubrimiento

metalico de vidrio

e —

Figura 1. Imagen de microscopia 6ptica de un microhilo
magnético recubierto de vidrio.

2.2.  Cultivo celular y reactivos

En este caso se ha utilizado la linea celular de osteosarcoma
U-2 OS (ECACC 92022711, ATCC HTB-96). Las células
se han cultivado a 37°C con 5% de CO2. Como medio se
ha empleado RPMI 1640 (Life Technologies) con 10% de
suero fetal bovino (Foetal Bovine Serum, FBS) (Life
Technologies) y 1% de antibidtico (Life Technologies).
[37]

2.3.  Banco de ensayos y procedimiento experimental

El banco de ensayos utilizado para llevar a cabo los
ensayos de hipertermia magnética estd compuesto por tres
blogues principales: 1° un generador de campos
magnéticos alternos basado en un electroiman alimentado
por una fuente alterna (Figura 2.a), 2° un monitor de
temperatura que incluye un termopar y un multimetro
(Figura 2.b) y 3° un incubador de células en el que se
integran los microhilos (Figura 2.c).

El procedimiento experimental Ilevado a cabo consta de
tres fases. En la primera de ellas, se definen las condiciones
mas apropiadas para el cultivo celular de las células de OS
para el estudio de viabilidad celular, es decir, cual es el
nimero éptimo de células, qué tipo de placas utilizar etc.
En la segunda, se estudia el comportamiento de las células
cuando se someten a un calentamiento externo. Para ello,

se calientan hasta 42°C unas placas en las que las células
acaban de ser depositadas (antes de su adhesion) y otros en
las que las células ya han estado 24 horas de incubacion
(después de adherirse).

Termopar

Multimetro

Fuente  Electroiman

alimentacion

AC Placa Petri

Microhilos

Figura 2. Banco de ensayos para los ensayos de hipertermia
magnética. (a) generador de campos magnéticos alternos, (b)
monitor de temperaturay (c) incubar de células.

Por ultimo, en la tercera fase, las células se incuban durante
24 horas a 37°C y 5% CO; en placas Petri 0 en placas de
pocillos a una concentracion de 1x108 células/ml. Tras el
periodo de incubacion, las células se exponen durante 50
minutos a distintas condiciones:

e Unicamente a los microhilos magnéticos

¢ A un campo magnético alterno sin microhilos
¢ A un campo magnético alterno con microhilos
¢ Ni a campo magnético ni a microhilos (control)

En las condiciones en las que se aplica un campo
magnético, las células se exponen en distintos
experimentos a campos magnéticos altos (220V, 50Hz,
2.5A), medios (185V, 50Hz, 2.0A) y bajos (150V, 50Hz,
1.6A). Después de la exposicion, las células se vuelven a
incubar bajo las mismas condiciones y se estudia su
viabilidad mediante el uso de un hemocitémetro, contando
el nimero de células en distintos momentos a lo largo del
tiempo.

Ademas, también se han realizado ensayos utilizando hilos
no metalicos, en este caso hilo dental, para estudiar su
efecto en la viabilidad celular.

3. Resultados y discusion
3.1. Condiciones de cultivo celular

Se ha determinado que las condiciones éptimas para el
cultivo de las células de osteosarcoma sea sembrar en
placas Petri estériles (de 60x15mm) una cantidad de 1x10°
células por ml de medio de cultivo. Estas condiciones
favorecen la viabilidad, diferenciacion y cuantificacion
celular.

3.2.  Respuesta celular al calentamiento externo

Mediante la utilizacion de un hot-plate, se han calentado
algunas células antes de que se adhirieran a la placa y otras
después de su adhesion a las 24 horas. Los resultados
muestran que calentar las células antes de que se adhieran
hace que a las 24 horas sigan despegadas de la placa
(Figura 3.a). Sin embargo, el calentarlas una vez que ya se
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adherido a la placa provoca muerte celular masiva (Figura
3.0).

(a) Calentar células (b) Células control (C) Calentar células
antes de adherirse (sin calentar)

después de adherirse

< T=42°C 6‘
t=1h

10x

Figura 3. Resultados del calentamiento celular de manera
externa antes de que se adhirieran (a), sin calentar (b) y
calentados después de su adhesion (c). Todas las imagenes han
sido tomadas a las 24 horas de la condicion de calentamiento.

3.3.  Respuesta celular a los microhilos y a los campos
magnéticos

En primer lugar, se ha estudiado el efecto que tiene sobre
las células la utilizacion de microhilos no magnéticos (hilo
dental), tanto en presencia como en ausencia de campos
magnéticos. En ambos casos se ha visto que la viabilidad
celular permanece inalterada, en comparacién con el
control (sin hilos y sin campo magnético).

A continuacién, se han realizado ensayos utilizando
microhilos magnéticos, pero sin la aplicaciéon de campos
magnéticos. En este caso, al igual que en los anteriores,
también se ha visto que las células permanecen intactas.

Por ultimo, se ha estudiado la incidencia que tiene la
aplicacion de campos magnéticos a distintas intensidades
durante 50 minutos, bien utilizando microhilos magnéticos
o sin ellos (Figura 4). Para el caso de los campos
magnéticos altos (220V, 50Hz, 2.5A), se ha visto que sin
los microhilos se muere una pequefia cantidad de células,
al ser analizadas a las 24 horas, mientras que con los
microhilos practicamente todas las células mueren. De
hecho, del primer al segundo caso la viabilidad celular
disminuye un 96%, siendo en ambos casos 42°C la
temperatura maxima alcanzada. Cabe destacar también que
las células que no estaban adheridas en el momento de
realizar el ensayo con los microhilos tampoco se adhirieron
posteriormente.
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Figura 4. Resultados que muestran la viabilidad celular
después de haber tratado las células de OS con diferentes
campos magnéticos en presencia y en ausencia de microhilos.

Para los campos magnéticos medios (185V, 50Hz, 2.0A),
al contrario que pasaba con los altos, no se produce muerte
celular cuando no estan presentes los microhilos. Sin

embargo, cuando si que son utilizados la tasa de muerte
celular vuelve a ser elevada (Figura 4). En este caso, la
viabilidad celular se ve disminuida un 87%, valor algo
menor que en el caso de los campos altos. Lo mismo sucede
con la temperatura maxima alcanzada, que en este caso es
de 32°C.

Por ultimo, a la hora de utilizar campos magnéticos bajos
(120V, 50Hz, 1.6A), tampoco sucede muerte celular al
aplicar Unicamente el campo magnético. Al aplicarlo
conjuntamente con los microhilos magnéticos, al igual que
en los casos anteriores ocurre muerte celular (Figura 4),
aunque con esta intensidad Unicamente se consigue una
reduccion de la viabilidad celular del 24%, es decir, ain
queda una gran cantidad de células viables. En este caso, la
maxima temperatura alcanzada es de 27°C.

Para todos los casos representados en la Figura 4, tal y
como se ha comentado anteriormente, la viabilidad celular
ha sido estudiada 24 horas después de la exposicion al
campo magnético correspondiente. Sin embargo, también
se han realizado algunos experimentos a las 2 y a las 48
horas, obteniendo en ambos casos resultados similares.

En resumen, de acuerdo con todos los resultados
mostrados, se puede afirmar que, de manera in vitro, la
exposicion de las células de OS a campos magnéticos
alternos bajos, medios y altos junto con la utilizacion de
microhilos magnéticos hace que la viabilidad celular se vea
disminuida de manera significativa. No ocurre asi cuando
las células son Gnicamente expuestas a campos magnéticos
alternos o0 a microhilos magnéticos, sin compaginar las dos
condiciones.

4. Conclusiones

El osteosarcoma es el principal y mas agresivo tumor 6seo
que afecta principalmente a nifios y adolescentes. A pesar
de que se han realizado avances en el desarrollo de nuevas
terapias para su tratamiento, la supervivencia de los
pacientes que lo sufren sigue siendo baja, por lo que es
necesaria la busqueda de nuevas vias.

Aqui es donde entra en juego la hipertermia, que se ha
presentado como una alternativa menos agresiva, capaz de
dafiar las células tumorales minimizando el dafio producido
al tejido sano circundante. Sin embargo, se han realizado
pocos estudios en relacién a la utilizacién de microhilos
magnéticos para inducir hipertermia y estudiar su
incidencia en la viabilidad de células tumorales.

En este trabajo, se han realizado una serie de experimentos
utilizando microhilos magnéticos amorfos recubiertos de
vidrio para calentar células de osteosarcoma utilizando
campos magnéticos alternos. De acuerdo a los resultados
mencionados anteriormente, se demuestra que la
utilizacion conjunta de microhilos magnéticos y campos
magnéticos alternos resulta en una significante reduccion
en la viabilidad celular de las células de osteosarcoma
utilizadas. Ademas, siendo esta reduccién dependiente de
la intensidad del campo magnético aplicado, cuanto mayor
es el campo mayor es la cantidad de células dafiadas.

Por todo esto, se confirma la hipertermia dirigida mediante
la utilizacion de microhilos magnéticos como una
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alternativa novedosa, efectiva y sobre todo menos invasiva
para el tratamiento de pacientes afectados por
osteosarcoma.
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