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Resumen
La neuroinflamacidn es una caracteristica fisiopatoldgica de trastornos cerebrales, incluidas
las enfermedades neurodegenerativas, cuyo diagnostico oportuno consituye un desafio
biomedico. El desarrollo de nuevas tecnologias de diagndstico incluye el uso de
nanoparticulas de oxido de hierro superparamagnéticas, las cuales ofrecen caracteristicas
ferromagnéticas que les permiten ser usadas como agentes de contraste en resonancia
magnética de imagen. Adicionalmente, al conjugar estas nanoparticulas con marcadores
especificos aumenta el nivel de confianza del diagndstico clinico. Por tanto, es necesario
comprender los efectos biologicos de estas nanoparticulas con el fin de ser escaladas a la
practica clinica. Se ha reportado que los principales efectos de las nanoparticulas de 6xido de
hierro superparamagnéticas in vitro incluyen: disminucion de la viabilidad celular, formacion
de radicales libres de oxigeno, dafio al ADN y mal plegamiento proteico. A nivel in vivo se
ha identificado acumulacién en higado, pulmones y rifiones, favoreciendo la produccién
especies reactivas de oxigeno. Por lo que resulta primordial considerar el recubrimiento, dosis,
tamafio de la particula y el sistema fisiologico a ser aplicado. Esta revision identifica los

efectos de nanoparticulas de 6xido de hierro superparamagnéticas a nivel celular y tisular,

para poder ser utilizadas en el area diagnostica de enfermedades neuroinflamatorias.
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Abstract

Neuroinflammation is a pathophysiological feature of brain disorders, including
neurodegenerative diseases, whose timely diagnosis constitutes a biomedical challenge. The
development of new diagnostic technologies includes the use of superparamagnetic iron oxide
nanoparticles, which offer ferromagnetic characteristics that allow them to be used as contrast
agents in magnetic resonance imaging. Additionally, by conjugating these nanoparticles with
specific markers, the confidence level of the clinical diagnosis increases. Therefore, it is
necessary to understand the biological effects of these nanoparticles in order to be scaled to
clinical practice. The main effects of superparamagnetic iron oxide nanoparticles in vitro have
been reported to include: decreased cell viability, oxygen free radical formation, DNA
damage, and protein misfolding. At the in vivo level, accumulation in the liver, lungs and
kidneys has been identified, favoring the production of reactive oxygen species. Therefore, it
is essential to consider the coating, dose, particle size and the physiological system to be
applied. This review identifies the effects of superparamagnetic iron oxide nanoparticles at

the cellular and tissue level, to be used in the diagnostic area of neuroinflammatory diseases.

Keywords: Superparamagnetic iron oxide nanoparticles, neuroinflammation, magnetic

resonance imaging, biological effects



Introduccién

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por provocar un deterioro neuroldgico
progresivo, disfuncion lenta y pérdida de neuronas y axones en el sistema nervioso central
(SNC). De acuerdo con su patologia se clasifican en diferentes grupos: trastorno del
movimiento y la postura (enfermedad de Parkinson), sindrome demencial (enfermedad de
Alzheimer); debilidad y atrofia muscular (esclerosis lateral amiotréfica, ELA) y ataxia
progresiva (atrofia olivopontocerebelosa) (Amor et al., 2010). Se estima que en todo el mundo
hay 46,8 millones de personas que viven con la enfermedad de Alzheimer u otras demencias,
provocando un gran impacto personal y familiar. Muchas de estas enfermedades se ven
asociadas a procesos neuroinflamatorios, afecciones que involucran componentes del SNC y

alteran la respuesta inmune.

La neuroinflamacion es entendida como una respuesta inflamatoria que ocurre en el SNC. Para
esto, ocurren diversos fendbmenos, que comprenden desde la alteracion morfologica en celulas
gliales hasta la invasion y destruccion de tejidos por leucocitos que migran desde la periferia
hacia el SNC. Las variaciones en la homeostasis de los tejidos y el dafio neuronal provocado
por diferentes factores (agregacion proteica, microorganismos, lesion etc.) inician una
respuesta tisular por células residentes del SNC, mediada por microglia y astrocitos, que
involucra la produccién de factores inmunolégicos como son quimiocinas y citocinas

(Martinez-Tapia et al., 2018).

Una de las respuestas mas importantes mediada por la microglia durante la neuroinflamacion
es la liberacion de mediadores proinflamatorios que favorecen la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica (BHE) (Chen et al., 2016). La BHE es una barrera fisica presente entre los
capilares y el parénquima del SNC, cuya funcion es regular el flujo de moléculas, asegurar la

homeostasis y la correcta funcionalidad del sistema neurovascular (Varatharaj & Galea, 2017).



Cuando la BHE se ve afectada por desordenes como infecciones, traumas y estrés celular puede
alterarse su estructura estrechamente tejida y, por tanto, el flujo de moléculas e iones que entran
y salen del cerebro, permitiendo la entrada de toxinas, patdgenos, o células del sistema inmune

al cerebro, causando inflamacion en el SNC (Forster, 2008).

La marcacion dirigida a procesos neuroinflamatarios implica cruzar la BHE para llegar al SNC,
es por esto que el diagnéstico de estas enfermedades es muy limitado. Notablemente, es
necesario desarrollar técnicas diagndsticas que permitan comprender el desarrollo y progresion
de las alteraciones de la BHE en tiempo real bajo condiciones neuroinflamatorias. Es por ello
que el desarrollo de nuevas tecnologias de diagnostico en medicina incluye la nanotecnologia

para mejorar la deteccion temprana y el tratamiento de este tipo de enfermedades.

La nanotecnologia es una tecnologia habilitadora que se ocupa de objetos de tamafio
nanomeétrico, como lo son las nanoparticulas (NPs). En las ultimas décadas, se han sintetizado
y propuesto varios tipos de NPs y microparticulas con propiedades magnéticas a ser empleadas
como agentes de contraste para diagnostico e imagenologia en el campo de la biomedicina
(Panariti et al., 2012). Las NPs magnéticas en su forma mas sencilla estin compuestas por un
nucleo magnético y una envoltura polimérica, oscilando entre 5y 100 nm de diametro (Lamas,
2016). Las aplicaciones de este tipo de NPs derivan fundamentalmente de las propiedades
fisicas debido a su ndcleo magnético, su alta relacion tamafo/superficie y la capacidad que
poseen para unir moléculas de interés a su superficie. Por otro lado, su reducido tamafio facilita
la interaccion con estructuras celulares, siendo esta una herramienta Gtil para manipular

diferentes funciones e interactuar con estructuras subcelulares y moleculares (Lamas, 2016).

Las NPs con aplicaciones biomédicas consisten en un nucleo de 6xido de hierro (magnetita,
maghemita u otras ferritas insolubles), que se caracteriza por un momento magnético intenso

en presencia de un campo magnético externo estatico. Las NPs de 6xido de hierro



superparamagnéticas (SPION) se clasifican de acuerdo con su tamafio: NPs de 6xido de hierro
superparamagnéticas (SPIO) (50-150 nm), NPs de Oxido de hierro superparamagnéticas
ultrapequefias (USPIO) (<50 nm) y NPs de oxido de hierro muy pequefias (VSPIO) (<10 nm)
(Cortajarena et al., 2014). Las SPIO se caracterizan por la captacién especifica por el sistema
de fagocitos mononucleares (SFM) y sus principales objetivos clinicos son el tumor hepético
y células metastasicas de diferentes tipos de cancer (Saito et al., 2012). Por otro lado, debido
al pequefio tamafio de las USPIO y su recubrimiento hidréfilo, las USPIO generalmente pueden
evitar la captacién temprana y masiva por parte de los macr6fagos del SFM. Esto les confiere
propiedades de circulacion prolongada en el torrente sanguineo después de la administracion

intravenosa (Di Marco et al., 2007).

Las SPION son sustancias ferromagnéticas con caracteristicas propias debido a su pequefio
tamafo. La magnetizacion de tales nanoparticulas sigue un campo magneético externo y son
mas conocidas como “superparamagnéticas” debido a su gran susceptibilidad magnética y su
alta estabilidad coloidal, haciéndolas atractivas para una amplia gama de usos. Las SPION
poseen la capacidad de unirse con moléculas de interés biologico a su superficie y mejorar el
contraste en la resonancia magnética (RM). La RM es un método de diagnostico no invasivo
que proporciona informacion sobre los cambios morfoldgicos y fisioldgicos de los 6rganos

internos a lo largo del tiempo (Barrefelt et al., 2014), permitiendo monitorearlos durante la

evolucién de una enfermedad o tratamiento (Farrell et al., 2013). Por ello, es necesario definir
el potencial de las SPION para ser empleadas como agentes de contraste biocompatibles con

especificidad molecular.

Para poder definir el potencial que tienen las NPs, se han realizado varios estudios in vitro e in
vivo donde se han observado los efectos positivos y negativos que poseen las SPION. Entre los

efectos negativos mas frecuentes encontramos estrés oxidativo, dafio al ADN (Nemmar et al.,



2016), estrés del reticulo endoplasmético (RE) (Morris et al., 2018), dafio a organelos y muerte
celular (Laffon et al., 2016). No obstante, las SPION han demostrado que son eficaces en el

area de diagndstico por RM, sin tener efectos adversos a nivel celular.

La aplicacion a futuro de nanoparticulas para diagnéstico de enfermedades en el SNC debe
centrarse en aumentar el rendimiento y especificidad del medio de contraste en el tejido
cerebral; mejorando la permeabilidad de la BHE, reduciendo su neurotoxicidad y efectos
adversos (He et al., 2018). Teniendo en cuenta que estas nanoparticulas por si solas son
inespecificas, pero que pueden ser conjugadas con moléculas que proporcionan el
reconocimiento de factores moleculares a nivel celular, esta propuesta busca identificar por
medio de una revision bibliografica los efectos bioldgicos de las SPION empleadas en el
diagnostico de enfermedades neuroinflamatorias. Para ello se han tomado bases de datos
(Scopus y Google Scholar) caracterizada por secciones en el area de investigacion, en donde
encontraremos articulos recientes con estudios in vitro acerca de los efectos celulares e in vivo

de los efectos tisulares o sistémicos que pueden llegar a provocar las SPION.

Estado del arte
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Barrera hematoencefalica

La BHE es una barrera fisica presente entre los capilares y el parénquima del SNC, cuya
funcién es regular el flujo de moléculas, permitiendo el paso de agua, lipidos, glucosa y
aminoécidos que son de gran importancia para la funcion neuronal. De igual forma, asegura la
homeostasis y correcta funcionalidad del sistema neurovascular. La BHE esta compuesta por
células endoteliales especializadas que recubren el interior de los vasos sanguineos, por
pericitos, astrocitos, microglia, oligodendrocitos y neuronas inmersas en la membrana basal,

todos ellos conformando la unidad neurovascular (Fig.1).

A Totiunction ‘

Figura 1. Conformacion celular de la barrera hematoencefalica (Abbott et al., 2010). (A)
Tanto las células endoteliales cerebrales como los pericitos estan rodeadas por la membrana
basal local (BL1). (B) Los pies terminales gliales que limitan el parénquima cerebral (BL2).
Los astrocitos forman una red compleja que rodea los capilares y esta estrecha asociacion

celular es importante para la induccion y el mantenimiento de las propiedades de la BHE.

La BHE, méas que una barrera pasiva, es un complejo metabdlico activo, con multiples bombas,
receptores de neurotransmisores, transportadores y citoquinas, esenciales para el
funcionamiento del SNC (Zhou et al., 2018). La presencia de uniones estrechas, mecanismos
de resistencia a los farmacos y sistemas de desintoxicacion a nivel de este sistema vascular
protege al cerebro de la entrada incontrolada de sustancias quimicas y patdgenos transmitidos

por la sangre, pero también de la entrada de agentes terapéuticos (Wohlfart et al., 2012).



Uno de los componentes principales de la BHE son las células endoteliales de la
microvasculatura cerebral las cuales tienen una baja actividad pinocitica y alta resistencia
eléctrica, y una relacion mitocondria/citoplasma debido a la elevada actividad metabdlica. La
BHE presenta complejos de union intercelular de tipo ocluyente (zonula occludens), que
involucran proteinas de unién como la ocludina y claudinas y proteinas de anclaje al
citoesqueleto de actina, que causan una restriccion al pasaje paracelular de solutos hidrofilicos

(Persidsky et al., 2006).
Neuroinflamacion

La inflamacién hace parte de la respuesta inmune inespecifica que ocurre en reaccion a
cualquier tipo de lesion corporal u estres celular y se manifiesta por un aumento del flujo
sanguineo, metabolismo celular elevado, vasodilatacion, liberacion de mediadores solubles,

extravasacion de fluidos y afluencia celular en la region afectada (Ferrero-Miliani et al., 2007).

La respuesta inflamatoria esta orquestada por la movilizacion e interaccion de varios tipos de
células y moléculas de sefializacion, produciendo una respuesta tanto local como sistémica. Los
tipos de ceélulas fundamentales para la respuesta inflamatoria son los glébulos blancos
(leucocitos) y las celulas endoteliales (Pardridge, 2011). La inflamacion tiene como objetivo
despejar y controlar el estimulo inicial, por ejemplo, a través de la fagocitosis y la activacion
del inflamasoma, para finalmente permitir la regeneracion y cicatrizacion de los tejidos. Sin
embargo, aungue se pretende que sea protector y beneficioso, una respuesta inflamatoria
excesiva puede causar o contribuir al dafio tisular y, por tanto, a la patologia de la enfermedad

(Varatharaj & Galea, 2017).

Teniendo en cuenta lo anterior, la neuroinflamacién es una respuesta que involucra la BHE, la
glia y las neuronas, y es un término utilizado para describir una amplia gama de respuestas

inmunitarias del SNC (Sulhan et al., 2018). Existe una lista creciente de patologias del SNC
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que involucran un elemento de disfuncién de la BHE, incluida la esclerosis multiple, hipoxia e
isquemia, edema, la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Alzheimer, epilepsia,
tumores, glaucoma y enfermedades por almacenamiento lisosémico (Martinez-Tapia et al.,
2018). La disfuncidn de la barrera puede variar desde la apertura leve y transitoria de la unién
estrecha hasta la ruptura cronica de la barrera (Forster, 2008). En la mayoria de los casos, no
es posible determinar si el compromiso de la barrera es causal en el inicio de la enfermedad,
pero a menudo se puede ver que la alteracion de la barrera contribuye y agrava la patologia en
desarrollo (Persidsky et al., 2006). La activacién microglial se reconoce cada vez mas como un
signo temprano de inflamacién del SNC, ya que la microglia activada libera factores de
crecimiento polipeptidicos y citocinas que incitan la proliferacion de células endoteliales
capilares del cerebro y cambios reactivos en los astrocitos. Los astrocitos se vuelven reactivos
como respuesta a la accién de los nucledsidos y nucledtidos, factores de crecimiento
polipeptidicos o una combinacién de ambos, liberando pleiotrofina y neurotrofinas, estas

proteinas troficas son neuroprotectoras y reducen la pérdida neuronal (Carda, 2015).

Diagnostico de enfermedades neurodegenerativas

El diagnostico inicial de enfermedades neurodegenerativas se basa en sintomas como pérdida
de memoria, olvido, apatia, ansiedad, agitacion y cambios de humor. Las enfermedades
neurodegenerativas causan dafios permanentes, por lo que los sintomas tienden a empeorar a
medida que avanza la enfermedad y su diagndstico suele ser tardio (Reed-Guy, 2012). Una de
las principales técnicas de diagnostico para enfermedades neurodegenerativas es la RM la cual
es una herramienta de obtencion de imagenes que permite obtener informacion morfoldgica y
funcional, con alta resolucion y detalle anatébmico y lo mas importante es que no utiliza
radiaciones ionizantes (Subias & Jerez, 2021). La RM ofrece una imagen superior al resto de
técnicas a la hora de representar el SNC, aportando informacion funcional y estructural. Esto

hace que sea una técnica de eleccion en el diagndstico de la patologia en el area anatomica de


https://www.healthline.com/symptom/indifferent-mood
https://www.healthline.com/health/anxiety
https://www.healthline.com/symptom/agitation
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interes. De hecho, se ha identificado que, a pesar de varias limitaciones, la RM indudablemente
ha mejorado la precision diagndstica diferencial del parkinsonismo neurodegenerativo durante

las dltimas tres décadas (Heim et al., 2017).

Para caracterizar el tejido, la técnica de RM utiliza dos tiempos de relajacion diferentes: tiempo
de relajacion longitudinal (T1) y tiempo de relajacion transversal (T2). T1 es la constante de
tiempo que determina la velocidad a la que los protones excitados vuelven al equilibrio
(Fig.2A,). T2 es la constante de tiempo que determina la velocidad a la que los protones
excitados alcanzan el equilibrio o se desfasan entre si (Fig.2B). En general, las imagenes
ponderadas en T1 y T2 se pueden diferenciar facilmente mirando el liquido cefalorraquideo
(LCR). EI LCR es oscuro en las imagenes ponderadas en T1 y brillante en las imagenes
ponderadas en T2 (Fig.2) (Preston, 2016).

<> LCR

ks .
[ )Materia blanca
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A
/ \ Corteza
Tiaad,

T1-weighted T2-weighted

Figura 2. Resonancia magnetica del cerebro, comparacion de T1 frente a T2 (Preston, 2016).
A. Las imagenes ponderadas T1 poseen la caracteristica de que el LCR se ve oscuro, la materia
blanca se ve clara, la corteza se denota gris y la inflamacion (infeccion, desmielinizacion) se
denota oscura. B. Las imagenes ponderadas T2 poseen caracteristicas donde el LCR se ve
brillante, la materia blanca se denota gris oscuro, la corteza gris claro y la inflamacién se denota
brillante.

Nanoparticulas SPION

Las SPION se componen de un nicleo cristalino y un recubrimiento circundante estabilizador

del ndcleo y que opcionalmente, previene la agregacion. El nacleo cristalino de las SPIO esta
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compuesto por material férrico (Fe3*) y ferroso (Fe?*) magnético en forma de maghemita
(Fe,03) y magnetita (Fe;0,). Se sintetiza con precipitacion controlada de 6xidos de hierro en
solucion acuosa (coprecipitacion de sales de hierro mediante la adicion de una base, por
ejemplo, hidréxido de sodio, hidroxido de amonio, <100 °C) o en solucién organica
(descomposicion a alta temperatura de acetilacetonato de hierro en feniléter, alcohol, &cido

oleico u oleilamina, 250 - 300 ° C) (lttrich et al., 2013).

Las aplicaciones actuales de las SPION son limitadas porque pueden ser relativamente grandes,
con un diametro medio de 80 nm, e internalizadas rapidamente por el sistema fagocitico
mononuclear de higado y bazo. Este problema se aborda actualmente mediante el desarrollo de
USPIO, las cuales tienen un tamafio <50 nm. Las NPs-USPIO estan compuestas por un nucleo
de 6xido de hierro con un tamafio de cristal que generalmente mide menos de 10 nm. El tamafio
controlara la relajacion T2/T1 y, por tanto, la sefial en la RM, que es un factor clave para la

calidad del diagnostico (Di Marco et al., 2007).

Estos materiales a nanoescala son de especial importancia debido a su tamafio compatible con
genes (2 nm de ancho por 10-100 nm largo), proteinas (5-50 nm), células (10-100 pum) y virus
(20-450 nm). Los nanomateriales son tan pequefios como para moverse dentro del cuerpo sin
interrumpir las funciones normales, pudiendo ingresar a lugares inaccesibles para otros
materiales (Estelrich et al., 2015). Sin embargo, se han reportado algunos efectos bioldgicos
no deseados con este tipo de nanoparticulas, entre los mas comunes tenemos estrés celular y

toxicidad.
Estrés celular

El estrés celular es comprendido como un conjunto de procesos celulares que se dan en
respuesta a cambios en las condiciones homeostéaticas, que buscan contrarrestar o proteger la

célula u organismo (Barouki, 2007). Las células de mamiferos responden al estrés activando
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mecanismos que apoyan las funciones celulares y, por lo tanto, mantienen la homeostasis
microambiental y orgénica (Galluzzi et al., 2018). Se ha acumulado considerable evidencia que

indica que los mecanismos intracelulares que se activan en respuesta a diferentes tensiones,
implican como respuesta predominante el estrés oxidativo causado por estados redox
desequilibrados, debido a la produccion excesiva de especies reactivas de oxigeno (ROS) o la
alteracion del sistema antioxidante. El estrés oxidativo puede provocar dafios en las membranas
celulares y otros componentes funcionales como proteinas, lipidos y ADN. El cerebro es
especialmente susceptible a estos efectos dafiinos debido a su alta demanda de oxigeno, su
abundancia de sustratos altamente peroxidables y su baja actividad antioxidante (Chen & Liu,

2017).

Toxicidad

La toxicidad se puede dar debido a los efectos adversos, generados sobre un 6rgano u organelo,
asociados a la exposicion a agentes fisicos, sustancias quimicas y otras situaciones (Silbergeld,
2013). Es por esto que, la neurotoxicidad se produce cuando la exposicion a sustancias toxicas
naturales o artificiales (neurotoxicos) alteran la actividad normal del SNC. Esto eventualmente
puede alterar o incluso matar neuronas, afectando la transmision y procesamiento de sefiales
en el cerebro y otras regiones del sistema nervioso (National Institute of Neurological
Disorders and Stroke, 2020). Existen multiples estudios que han investigado la toxicidad de
las SPION a nivel celular, gendmico e inmunoldgico, evidenciando que las NPs ejercen su
efecto toxico causando principalmente lisis celular, inflamacion y alteracién del sistema de

coagulacion sanguinea (Bahadar et al., 2016).

Revision Literaria

Nanomedicina
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La nanomedicina es considerada una ciencia joven debido a que la nanotecnologia enfocada en
la medicina y la farmacologia solo se ha investigado desde la década de 1990. De hecho, los
filtros ceramicos nanoporosos ya se usaban en el siglo X1X para separar virus, y alrededor de
1900 Max Planck y Albert Einstein presentaron evidencia tedrica de que debian existir una
gama de particulas diminutas que obedecian a sus propias leyes. Sin embargo, estas particulas
no podian ser visualizadas debido a que no existian los desarrollos tecnol6gicos necesarios para
ello (Mg et al,, 2015). Después de alcanzar estos avances, Richard Zsigmondy y Henry
Siedentopf en 1902 detectaron con exito estructuras de menos de 4 nanémetros en vidrios de
rubi utilizando el ultramicroscopio (Mappes et al., 2012). En 1986, el primer microscopio de
fuerza atOémica permitid evidenciar estructuras a nanoescala con precision, asi como
posicionarlas y manipularlas de forma controlada. Estos hallazgos abrieron paso a otras
aplicaciones y al nacimiento de nuevas disciplinas cientificas hechas a la medida de la gama

nano, incluida la nanomedicina (Kateb & Heiss, 2014).

La nanomedicina es la aplicacion de la nanotecnologia a la medicina, ya que propone un nuevo
enfoque para el tratamiento y el diagndstico de muchas enfermedades mediante el desarrollo
de nanoparticulas multifuncionales. Algunas de estas aplicaciones incluyen la imagen
molecular, nuevos sistemas de liberacion de farmacos, mejora de las técnicas de transfeccion,
e ingenieria tisular, y herramientas en el desarrollo de la microscopia, la instrumentacion

médica, biosensores y sistemas informaticos (Jun et al., 2007).

Dentro de las enfermedades mas complejas para su diagnostico y tratamiento son aquellas que
involucran el SNC, debido a que las sustancias en el mercado no pueden atravesar la BHE de
manera efectiva, lo que conduce a un prondstico limitado, tardio y tratamientos menos efectivos
(Luo et al., 2020) Las enfermedades neurodegenerativas afectan a mil millones de personas,
una de cada seis de la poblacion mundial. Padeciendo trastornos neuroldgicos, desde la

enfermedad de Alzheimer y Parkinson, accidentes cerebrovasculares, esclerosis multiple y
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epilepsia hasta migrafia, lesiones cerebrales y neuroinfecciones, causando 6,8 millones muertes
cada afio (WHO, 2021). Desafortunadamente, estas enfermedades no se pueden curar, pero un
diagndstico temprano puede ayudar a controlar mejor sus sintomas y su evolucion (De Stefano

et al., 2019).

La identificacion de este tipo de enfermedades es particularmente dificil en sus primeras fases
cuando los familiares y los médicos a menudo atribuyen incorrectamente los sintomas del
paciente al envejecimiento normal. Sin embargo, la herramienta de diagnéstico cominmente
utilizada para evaluar el deterioro cognitivo en enfermedades neurodegenerativas se basa en
criterios clinicos establecidos. Pero, el diagndstico diferencial entre trastornos puede resultar
dificil, especialmente en fases tempranas o variantes atipicas (Gomez-Rio et al., 2016). En los
altimos veinticinco afios se han introducido una variedad de técnicas poderosas que han
permitido la visualizacion de la estructura y funcion de los organos con detalles exactos
(Szymanski et al., 2010). Entre estas se encuentra la RM, convirtiéndose en una herramienta
primordial para el estudio de las enfermedades neurodegenerativas, delineando las alteraciones
estructurales y funcionales de cada una. Las técnicas avanzadas de RM son de especial interés
por su potencial para caracterizar cada condicion neurodegenerativa y ayudar tanto en el
proceso de diagnostico como en el seguimiento de la progresion de la enfermedad (Agosta et

al., 2017).

Para que se de una intensidad de la sefial se utilizan ciertos agentes de contraste para acortar el
tiempo de relajacion de T1 y estos se basan principalmente en quelatos de bajo peso molecular
del i6n gadolinio (Gd*3). EIl medio de contraste convencional son los quelatos de gadolinio,
utilizados para la formacion de imagenes por resonancia magnética. Historicamente se han
considerado seguros y bien tolerados cuando se usan en los niveles de dosis recomendados. Sin
embargo, han surgido reportes recientes sobre la acumulacion de gadolinio en varios tejidos de

pacientes que no tienen insuficiencia renal, incluidos los huesos, el cerebro y los rifiones
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(Rogosnitzky & Branch, 2016). Los efectos acumulativos y a largo plazo del gadolinio retenido

en el cerebro y en otros lugares ain no se comprenden (Strijkers, 2021).

Las particulas basadas en 6xidos de hierro como lo son las SPION han demostrado ser de gran
interés debido a sus excelentes propiedades magnéticas, biocompatibilidad y biodegradabilidad
(Gutiérrez Garcia, 2013). Sin embargo, son poco conocidos los efectos biolégicos que puedan
Ilegar a causar este tipo de NPs, es por ello el interés de tener claras las condiciones para que

no se vea afectado el organismo al que se le suministre.

Recubrimientos, tamarios y concentraciones adecuadas para SPION

Tamano

El tamafio de las NPs (incluidos ndcleos y recubrimientos) no solo esté relacionado con las
propiedades magnéticas y la internalizacion de particulas, sino que también tiene un cierto
impacto en su biocompatibilidad, e incluso en el comportamiento celular. Se demostrd que
después de la administracion sistémica, las particulas de mas de 200 nm de diametro
generalmente son eliminadas por los fagocitos en el bazo, mientras que las particulas menores
de 10 nm se eliminan rapidamente por extravasacion y eliminacion renal (Gupta & Wells,
2004). Para la administracion sistémica, algunos investigadores indican que las particulas con
un rango de diametro de 10 a 100 nm se consideran 6ptimas (Wahajuddin & Arora, 2012). Sin
embargo, esto no significa que sea directamente proporcional el tamafio de la SPION y su
citotoxicidad. Tong et al., (2016) identifico que SHP30, una SPION con tamafio de 30 hm con
acidos oleicos mas recubrimiento de polimeros anfifilico, tenia una alta eficiencia de absorcion
celular y causaba pocos efectos citotoxicos a diferencia de la SPION con un tamafio de 10 nm.
Pero, las SPION con un tamafio de particula inferior a 2 nm no son adecuadas para uso médico

(Tong et al., 2016). Esto se debe al mayor potencial de las particulas en este rango de tamafio
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para difundirse a través de las membranas celulares, dafiando los orgénulos intracelulares y

exhibiendo asi efectos potencialmente tdxicos (Wahajuddin & Arora, 2012).

Revestimiento

Ahora bien, el material de recubrimiento puede proteger el nicleo magnético de la oxidacion,
de modo que el magnetismo de las SPION se pueda mantener por mas tiempo (Tabla 1). Las
SPION se recubren con frecuencia con sustancias anti-incrustantes como el polietilenglicol
(PEG) para evitar la deposicidn de proteinas y mejorar el tiempo de circulacion in vivo (Meisel
et al., 2020). Algunos estudios han evidenciado que al incrementar el espesor del recubrimiento
(600 Da) con PEG se tiene mayor influencia en el tiempo de relajacion en comparacion con los
cambios en el tamafio de la particula magnetica (20 nm, 50 nm y 100 nm) (Hajesmaeelzadeh
et al., 2016). En contraste, otro estudio empled NPs recubiertas con PEG con espesor de 550
Da, 2 KDa y 3KDa, y con tamafios de 4 nm, 6 nm y 8 nm, demostrando que se pueden usar
como agentes de contraste de modo dual T1, T2 para RM en campos magneticos especificos

(Deng et al., 2021).

El alcohol polivinilico (PVA) también es un buen polimero sintético que previene la
coagulacion y da como resultado particulas monodispersas. Los investigadores han sugerido
que el amino-polivinilico alcohol (A-PVA-SPION) es adecuado para la mejora del contraste
de RM en la médula 6sea (Schulze et al., 2015). Schulze et al., (2014) estudiaron en células
estromales mesenquimales (MSC) SPION con recubrimiento A-PVA, y encontraron que las
NPs no tienen influencias desfavorables sobre las MSC y permiten el monitoreo de MSC in
vivo mejorando la visualizacion por medio de RM. De igual manera manifiestan que no son
toxicas para las MSC y no son destructivas para su potencial de diferenciacién de maltiples

linajes (Schulze et al., 2014).
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El recubrimiento de silice de SPIONSs previene su agregacion en solucidén acuosa, mejora su
estabilidad quimica y biolégica y proporciona una mejor biocompatibilidad. De acuerdo con
Andrea Kunzmann et al., (2011), las nanoparticulas de 6xido de hierro recubiertas de silice
mostraron excelentes propiedades magnéticas, no eran toxicas para los macréfagos primarios
derivados de monocitos humanos (Kunzmann et al., 2011). Ye et al., (2012) sintetizaron SPION
recubiertas de silice (30-40 nm) mediante un método de descomposicion térmica, y
demostraron que las NPs eran un agente de contraste para RM ponderado en T, a diferentes
concentraciones (0.1, 0.3, 0.6, 0.9 y 1.1 mM) para corazon, higado, rifion y vejiga basado en

analisis de imagenes in vivo (Ye et al., 2012).

Fernandez et al., (2018) evaluaron la toxicidad potencial asociada con la exposicion a SPION
recubiertos de silice (Si-SPION) en células de glioblastoma A172 humano. En varios tiempos
de exposicion (3 y 24 h), en concentraciones (5-100 pg/mL) y medios de cultivo (completos y
sin suero). Mostraron que Si-SPION exhibe cierta citotoxicidad, especialmente en medio sin
suero, relacionado con la interrupcion del ciclo celular e induccion de la muerte celular. Sin
embargo, se observaron escasos efectos genotdxicos y ninguna alteracion del proceso de

reparacion del ADN (Fernandez et al., 2018).

Por otro lado, los polisacaridos naturales como maerial de recubrimiento también son
ampliamente utilizados. El quitosano, cominmente derivado de las conchas de los crustaceos,
contiene diversos grupos funcionales reactivos que pueden servir como anclaje para la
conjugacién de agentes terapéuticos, ligandos dirigidos y agentes de contraste (Arami et al.,
2011). Se ha demostrado que los recubrimientos a base de quitosano tienen propiedades
anticoagulantes que son particularmente importantes para sus aplicaciones biomédicas (Kania
et al., 2018). Kania et al., (2018) mostraron que SPION recubierta con capas ultrafinas de
derivados iénicos de quitosano puede servir como agentes de contraste T,. Es importante

destacar que la SPION recubierta de quitosano causé solo una activacion leve de la respuesta


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0041008X11000974#!
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/glioblastoma
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/acute-phase-response
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de fase aguda que no afect6 los parametros bioquimicos de la sangre (Kania et al., 2018). Por
otro lado, Sun et al., (2019) identifico que SPION recubierta de quitosano, tiene potencial de
imagen significativo con contraste mejorado para imagenes de ultrasonido/resonancia

magnética (US/MR) de modo dual (Sun et al., 2019).

El dextrano, una clase de polisacaridos de D-glucosa producido por bacterias que crecen sobre
un sustrato de sacarosa (Neely, 1961), también ha sido empleado en el recubrimiento de SPION
(SPIONdex). Las SPIONdex han ostentado una excelente estabilidad y biocompatibilidad con
las células endoteliales (Matuszak et al., 2015). Unterweger et al., (2017) sugieren que debido
a su excelente biocompatibilidad, seguridad tras la administracion intravenosa y ajuste de
tamano, las particulas de SPIONdex pueden ser un candidato adecuado para un agente de
contraste de RM de nueva generacion (Unterweger et al., 2017). Zare et al., (2019) revelaron
que el método basado en RM podria monitorear con éxito las células madre de la pulpa dental
(DPSC) marcadas con SPION recubiertas de dextrano sin ningun efecto significativo sobre la
diferenciacion osteogénica y adipogénica, la viabilidad y el tallo de las DPSC (Zare et al.,

2019).

Otro estudio, probd recubrimientos basados en magnetita de dextrano tratada con alcali
(ATDM) con tamafios de particula de 28 y 74 nm, y magnetita de carboximetil dextrano
(CMDM) con tamafios de particula de 28 y 72 nm, identificando que las propiedades de las
nanoparticulas de 74 nm recubiertas con ATDM tienen un tiempo de relajacién de T, mas bajo
que las otras (Saito et al., 2012). En contraste, un estudio que probd SPION recubiertas con
carboxidextrano (CXD) de diferentes tamafios (19-86 nm), y SPION recubiertas con
poliacrilico (PAA), PGE o almidon con un tamafio de 50 nm, encontré que las NPs recubiertas

con CXD en un tamafio de 60 nm aumentaron la relajacion T, (Roohi et al., 2012).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/acute-phase-response
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/biochemicals
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Matuszak et al., (2015) analizaron las respuestas de células endoteliales (CE) y monociticas a
tres tipos diferentes de SPION para evaluar la influencia de las propiedades fisicoquimicas en
las reacciones biologicas de SPION. El estudio utilizé las siguientes formulaciones: (1) SPION-
1 recubierta con &cido laurico y estabilizada con albimina de suero bovino (BSA), (2) SPION-
2 recubierta con &cido laurico/BSA y (3) SPION-3 recubierta con dextrano. Esta investigacion
demostr6 que, al no ser internalizado por células endoteliales o monociticas, las SPION-3 no
indujeron efectos relevantes sobre la viabilidad celular, motilidad o interacciones entre células
endoteliales u monociticas y puede representar un agente de imagen adecuado para aplicaciones

intravasculares (Matuszak et al., 2015).

Tabla 1. Agentes de recubrimiento cominmente aplicados

Nombre Formula Quimica Caracteristicas

Polietilenglicol (PEG) sk BB i, e 0 -Buena biocompatibilidad ya que no contiene
' grupos potencialmente toxicos.

-Los grupos hidroxilos le permiten la unién a
anticuerpos y otros agentes.

-Mejora el tiempo de vida media y reduce la
captacion celular.

-Mejora la estabilidad coloidal.

Polialcohol  vinilico “31 “i - -Altamente biocompatible.
(PVA) ' i -Evita que las NPs se agrupen dentro de vasos
- estrechos.

-Presenta baja toxicidad celular.

Quitosano I N g S -Polimero  cationico, hidrdfilo y altamente
- biocompatible.

”\] -Facilidad de conjuncién de los grupos tiol (-SH)
o= o= | con el quitosano permite la unién a glicoproteinas
mucosas de manera eficaz, mostrando actividad
proteasa.

-Polisacarido natural, derivado de las conchas de los
Crustaceos.

Dextrano ' -Vida media en circulacion prolongada.
N -Polisacéarido natural con una larga vida Util.
L _ .| -Buena biocompatibilidad y biodegradabilidad.
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Silice -Mejora la estabilidad coloidal, biocompatibilidad y
OH degradabilidad.
/ - Presenta baja toxicidad celular.
HO—Si -Mejora su estabilidad quimica y bioldgica.
\ -Los grupos hidroxilo expuestos, se pueden unir
facilmente a diferentes grupos funcionales, como
amina y carboxilato.

Concentracion

Hay varios estudios que han sugerido que las SPION con diferentes caracteristicas
fisicoquimicas son toxicas para las células en concentraciones superiores a 100 pg/mL
(Yildirimer et al., 2011). Los investigadores encontraron que las SPION recubiertas con
almidén o dextrano eran citotdxicas para las células PC-12 (linea celular derivada de un
feocromocitoma de la médula suprarrenal de las ratas) a altas concentraciones (> 100 pg/mL)
(Marcus et al., 2016). Este reporte es consistente con el trabajo de Pisanic et al., (2011) donde
se utilizo una dosis de 500 pg/mL, demostrando que SPION pueden dafiar la viabilidad celular
de las células neuronales del hipocampo (Pisanic et al., 2011). Sin embargo, debe tenerse en
cuenta que la concentracion no es el Unico factor para determinar la toxicidad de las SPION,
ciertos recubrimientos o funcionalizaciones, incluso a bajas concentraciones, pueden generar

citotoxicidad.

Saengruengrit et al., (2018) combinaron las SPION monodispersas con &cido poli lactic-co-
glicolico (poly lactic-co-glycolic acid, PLGA por sus siglas en inglés), biocompatible y
cargaron BSA en las particulas SPIO-PLGA (BSA/SPION-PLGA) y luego evaluaron la
citotoxicidad en las células RAW264.7 (macr6fagos murinos). Después de la incubacion
durante 48 h, estas particulas mostraron una baja citotoxicidad a una concentracion inferior a

300 pg/mL (Saengruengrit et al., 2018). Otro estudio demostr6 que USPIO-Molday lon
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Rhodamin B (MIRB) redujo significativamente la viabilidad de las células madre neurales NSC

a la concentracion de 50 pg/mL (Umashankar et al., 2016).

SPION comerciales con uso en RM

Actualmente, hay NPs que han sido aprobadas para su uso clinico como, agentes de imagen o
suplemento para personas con deficiencia de hierro. Se ha aprobado ya sea por la FDA en los
Estados Unidos o la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) en la Unién Europea (Anselmo
et al., 2016). La mayoria se administran por via intravenosa, después de esta administracion,
las NPs SPION aprobadas clinicamente se eliminan de la sangre mediante fagocitosis realizada
por el sistema reticuloendotelial, de modo que se observa la captacion en el higado, bazo,
médula Osea y ganglios linfaticos normales. Después de la captacion intracelular, las SPION
se metabolizan en los lisosomas en una forma de hierro soluble, no superparamagnético, que
pasa a formar parte de la reserva de hierro normal (Ej., Ferritina, hemoglobina) (Wang et al.,
2001). Sin embargo, a través del tiempo se han desarrollado otros tipos de SPION con usos en

RM, los cuales se discutiran a continuacion.

El ferumoxytol (Feraheme), consiste en nanoparticulas USPIO recubiertas con un carbohidrato
semisintético en una solucion isotonica de pH neutro, con un tamafio de 17-30 nm. Se puede
administrar en dosis relativamente altas (510 mg/mL) mediante una rapida inyeccion
intravenosa (McCormack, 2012). Inicialmente fue aprobado por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) como terapia de reemplazo de hierro
para pacientes con anemia debido a insuficiencia renal cronica. Recientemente, el ferumoxytol
se ha investigado ampliamente como agente de contraste intravenoso en la RM (Bashir et al.,

2014).

El ferumoxytol se ha empleado recientemente para uso clinico como agente de contraste de

metéastasis vascular y nodal (sin uso aprobado), y como herramienta de investigacion para
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estudios que involucran macrofagos y marcaje celular (Vasanawala et al., 2014). Otras
caracteristicas de imagen atractivas del ferumoxytol incluyen una fase de acumulacion de
sangre prolongada y una captacion intracelular retardada. Con sus propiedades farmacoldgicas,
metabdlicas y de imagen Unicas, el ferumoxytol puede desempefiar un papel crucial en las
futuras imagenes por RM del SNC (Toth et al., 2017). De igual manera, la RM mejorada con
ferumoxytol ha surgido como una herramienta importante para la evaluacién no invasiva del
estado inflamatorio de las lesiones cerebrovasculares, a saber, aneurismas y malformaciones

arteriovenosas (Bashir et al., 2014).

Por otro lado, tenemos a Ferumoxtran-10 (Combidex-Serem), el cual es una solucién de
nanoparticulas USPIO recubiertas de dextrano (tamafio 20-50 nm) administradas por via
intravenosa con una infusion de goteo lento (30 min) al paciente 24-36 h antes de la RM
(Fortuinet al., 2018). En los ultimos 15 afios, se obtuvieron resultados clinicos alentadores para
la deteccion de metastasis en los ganglios linfaticos pequefios mediante el uso de RM mejorada

con combidex (Fortuin et al., 2017).

Neuwelt et al., (2004) utilizaron Combidex en pacientes con tumores cerebrales malignos,
identificando que las lesiones que se realzan con este agente tienen un aumento persistente de
la intensidad de la sefial de T1 durante 2-5 dias, lo que puede proporcionar ventajas sobre el
gadolinio para la obtencidn de imagenes postoperatorias (Neuwelt et al., 2004). De igual forma
se ha demostrado que combidex en RM proporciona informacién funcional para caracterizar
los ganglios linfaticos en la estadificacion clinica del carcinoma de células escamosas de cabeza

y cuello (Hoffman et al., 2000).

Los ferumoxidos (Feridex-Endorem) son coloides SPION con recubrimiento de dextrano de
bajo peso molecular, un tamafio de particula de 120-180 nm. Para reducir la incidencia de

algunos efectos secundarios como la hipotension, se prepara como una dilucion en 100 ml de
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dextrosa al 5% y se administra como una infusion por goteo durante aproximadamente 30
min. Aproximadamente 8 minutos después de la inyeccion intravenosa, las células
reticululoendoteliales del higado y el bazo captan particulas de éxido de hierro con una
captacion aproximada de 80% y 6-10%, respectivamente (Xiang et al., 2011). Se ha demostrado
que las imagenes de RM vy el etiquetado de células madre mesenquimales (hMSC) con
ferumoxido aprobadas por la FDA se pueden aplicar facilmente para el seguimiento in vivo no

invasivo a largo plazo para el tratamiento de la osteoartritis (Henning et al., 2012).

Ferucarbotran (Resovist) estd compuesto por nanoparticulas de  6xido de hierro
superparamagneticas recubiertas con carboxidextrano, con un tamafio que varia entre 45y 60
nm (Xiang et al., 2011). Varios investigadores han demostrado que mejora obtencion de
imagenes hepaéticas significativamente en RM (Morcos, 2005). Sin embargo, el ferucarbotran
también ha sido evaluado in vivo después de un trasplante cerebral en un modelo murino de
enfermedad de Parkinson (Guo et al., 2010). La RM obtenida proporcion6 una evaluacion
dinamica de los cambios espaciales y temporales en el cerebro de las ratas posterior al

trasplante de células, resaltando su uso en este tipo de seguimientos (Guo et al., 2010).

Tabla 2. SPION comercializadas que se utilizan para diferentes aplicaciones diagndsticas y

terapéuticas.

Nombre Material del | Recubrimiento Objetivo bioldgico | Aplicacién | Relevancia Referenc
nucleo clinica ia
Ferumoxytol/Fera Fe;0, Dextrano metastasis Imégenes Aprobado por | (Anselm
heme poliglucosa cerebrales, de tejido la FDA (2009) | o et al.,
sorbitol metéstasis en los 2016)

ganglios linfaticos,

neuroinflamacion

en la epilepsia,

cancer de cabeza y

cuello, infarto de

miocardio 0

esclerosis multiple
Ferumoxtran-10/ Fe;0, Dextrano Iméagenes de tejido | Imégenes Disponible (Anselm



https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/ferucarbotran
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Combidex/ Serem linfatico no | de lesion | solo en|o et al,
canceroso hepatica Holanda 2016)
Ferumuxidos/ Fe,0, —y — | Dextrano Sistema Sistema Aprobado por | (Ramirez-
Feridex/ Endorem | Fe;0, reticuloendotelial reticuloend | la FDA (1996) | Nufiez et
etiquetado de | otelial y al., 2018)
células madre descatalogado
hepaticas (2009)
Ferumoxsil Fe;0, Eter Tumorales Imégenes | Ensayos (Shaghola
carboximetilico cerebrales | clinicos ni et al,
2018)
Ferucarbotran/ Fe;0, Carboxidextrano | Imagenes de | Imagenes | Aprobado vy | (Anselm
Resovist metastasis en los [ de lesion | descatalogado | o et al.,
ganglios linfaticos | hepatica (2009) 2016)

Efectos bioldgicos de las nanoparticulas de oxido de hierro superparamagnéticas en

enfermedades neurodegenerativas

Efectos a nivel celular

Aunque los beneficios potenciales de SPION son considerables, existe una clara necesidad de
identificar cualquier dafo celular potencial asociado con estas NPs. Se ha visto que las
caracteristicas del material de prueba en lo que respecta a la composicion quimica (pureza,
cristalinidad, propiedades electronicas, etc.), tamafio (distribucion y area de superficie),
estructura de la superficie (grupos funcionales, reactividad y recubrimientos inorganicos /
organicos, etc.), forma, solubilidad y agregacion, pueden facilitar efectos bioldgicos poco

deseados.

Sun Z. et al., (2013) utilizaron la linea celular endotelial de microvasos de cerebro de raton
bEnd.3, un cultivo primario de astrocitos, y neuronas de ratén y las expusieron a SPION
recubiertas de aminosilano (AmS-SPION, de 27 nm) durante 24h. Las AmS-SPION no
presentaron toxicidad en ninguno de los tipos celulares a concentraciones de hasta 100 pg/mL.
Sin embargo, a concentraciones superiores de 200 pg/mL las NPs redujeron la viabilidad

neuronal en un 50% en presencia o0 ausencia de un campo magnético y de astrocitos en un 75%
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en presencia de un campo magnético (Sun Z. et al., 2013). Otro estudio utiliz6 los
recubrimientos polietilenimina (PEI) conjugado con PEG (mPEG-PEI) para reducir la
citotoxicidad, mostrando que MPEG750-G-PEI-SPION y mPEG2000-G-PEI-SPION no
resultaban toxicos hasta 100 pg/mL in vitro para la linea celular NT2 (células neuronales

humanas) (Sadeghi et al., 2020).

Por otro lado, se ha visto que al aumentar la concentracion de USPIO (75, 150, 300 y 600
pg/mL) respectivamente, ocurria dafio al ADN cuando la dosis era mayor (>150 pg/mL)
(Dissanayake et al., 2015). De manera analoga, se presentd dafié a la membrana celular,
evidenciado por el aumento de los niveles de lactato deshidrogenasa (LDH) en la linea celular
linfoblastoide humana (MCL-5), después de haber sido incubadas con FesO4

superparamagnetico durante 24 h (Dissanayake et al., 2015).

Neubert et al., (2015), concluyeron que la influencia de las SPION en las células cerebrales no
solo dependia del tipo de particula sino también del sistema fisiologico al que se aplica. En ese
trabajo, se emplearon células primarias de microglia y neuronas del hipocampo, exponiéndose
a nanoparticulas VSPI0O, ferucarbotran o ferumoxitol, durante 6 y 24 horas. Los hallazgos de
ese trabajo indicaron que la viabilidad microglial se veia comprometida por altas
concentraciones de SPION (0.5 mM, 1.5 mM, y 3.0 mM), a excepcién del ferumoxitol. El
ferumoxitol no causé la muerte microglial inmediata, pero indujo alteraciones morfoldgicas y
un aumento del deterioro en las neuronas primarias. Ademas, las neuronas primarias se
degeneraron después de la exposicion a VSPIO y ferucarbotran. En los cocultivos de neurona-
glia, los SPION estimularon bien el crecimiento de neuritas en las neuronas de cocultivo de
una manera dependiente de la concentracion (0.5 mM, 1.5 mM, y 3.0 mM) y de las particulas
(VSPIO, ferucarbotran y ferumoxitol), esto con el fin de probar si la microglia en cocultivos
neurona-glia podria mantener el equilibrio homeostatico y proteger a las neuronas de los

efectos adversos de las SPION. Por tanto, las concentraciones mas bajas de ferucarbotran y
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altas concentraciones de VSPIO estimularon el crecimiento de neuritas. Este efecto podria
deberse muy probablemente a la acumulacion de SPION por parte de las células microgliales,
determinada por el recubrimiento y la carga de la superficie. Como se menciond anteriormente,
el ferucarbotrany las VSPIO se acumulan rapidamente por las células de la microglia utilizando
vias ligeramente diferentes. En consecuencia, los mecanismos celulares que influyen en la
fisiologia de la microglia podrian afectar de manera diferencial la vitalidad de las neuronas,
protegiendo asi parcialmente la morfologia neuronal. Sin embargo, no es posible descartar que
las SPION también puedan tener un efecto estimulante sobre el crecimiento de neuritas

(Neubert et al., 2015).

Soenen et al., (2011) probaron cuatro tipos de SPION diferentes (revestido con dextrano
Endorem®, recubiertos de carboxidextrano Resovist®, magnetoliposomes recubierto con
lipidos, y VSPIO recubierto con citrato) en células progenitoras neurales C17.2 en
concentraciones estandar (67,37 + 5,98 pg Fe). En ese estudio, se observo un potencial
citotoxico diferente en relacion con el tipo de recubrimiento, donde las SPION recubiertas de
citrato fueron identificadas como las NPs mas toxicas, afectando la morfologia celular,
citoesqueleto, proliferacion celular, induccion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
viabilidad y funcionalidad. En contraste, las SPION recubiertas con lipidos fueron identificadas

como las NPs menos tdxicas (Soenen et al., 2011).

En relacion con efectos genotoxicos de las SPION, Liu et al., (2014), identificaron que SPION
de 10 y 30 nm, recubiertas con PEG y empleadas a una concentracion de 10 mg/kg durante
4 dias, exhibieron actividad mutagénica sin anomalias cromosdmicas. Las SPION PEG-10 nm
presentaron un potencial mutagénico mas fuerte que las PEG-30 nm, sugiriendo que la

mutagenicidad de las SPION depende del tamafio de particula (Liu et al., 2014).
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Ghosh et al., (2017) utilizaron SPION recubiertas con polilactido coglicolido de polimero
biodegradable (PLGA) utilizando los dos tipos de tensioactivos: bromuro de didodecil
dimetilamonio (DMAB) vy succinato de tocoferil glicol (TPGS) para la modificacion de la
superficie, esto con el fin de ampliar el potencial de aplicacion en el campo de la nanomedicina.
Las células linfocitarias se expusieron a SPION a concentraciones de Fe de 11,2 pg/mL en cada
grupo durante 3h a 37 ° C, demostrando que las SPION no recubiertas eran altamente tdxicas,
mientras que las recubiertas mostraron una muerte celular significativamente menor. La
genotoxicidad in vitro de las SPION formuladas mostraron un porcentaje de ADN
significativamente menor que las SPION sin recubrimiento. Indicando que el tipo de
modificacion de la superficie gobernd principalmente la cantidad de dafio del ADN, de igual
forma los recubrimientos de SPION eran biocompatibles y adecuados para exploraciones in

vivo (Ghosh et al., 2017).

Diversos estudios revelan que las NPs de oxido de hierro pueden generar efectos adversos sobre
las células, incluyendo dafio mitocondrial, estrés oxidativo, dafio del ADN cromosémico,
regulacion del ciclo celular alterado y desnaturalizacion de proteinas. Uno de los mecanismos
de toxicidad sugeridos con mayor frecuencia es la generacion de ROS. Se ha encontrado que
la exposicion excesiva al hierro causa una produccion elevada de ROS a traves de la reaccion

de Fenton (Fe2 + H2O2 — Fes+ OH— + OH ), lo que da como resultado un estrés oxidativo

que dafia el ADN (Laurent et al., 2012). Para que esto ocurra, las NPs después de entrar en el
interior de la célula, se degradan por las enzimas presentes en los lisosomas, rompiendo el
ensamblaje para formar iones Fe?* (Patil et al., 2018). El hierro (Fe?*) en ambientes naturales
y bioldgicos reacciona con el peréxido de hidrégeno (H,0,) y produce el radical OH -. Por lo
tanto, el Fe?* en el citoplasma puede participar en la reaccién de Fenton y conducir a la

generacion de ROS (Laurent et al., 2012).
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Imam et al., (2015) mostraron que después de una exposicion de 24 h de células de
neuroblastoma humano SHSY-5Y a 10 pg/mL de SPION sin recubrimiento de 10 y 30 nm, el
contenido de dopamina celular se redujo en un 68 y 52%, respectivamente. También
observaron aumentos en la tirosina quinasa c-Abl activada, un cambio molecular inducido por
el ROS, y la expresion de a-sinucleina neuronal, un marcador proteico asociado con lesion

neuronal (Imam et al., 2015).

Pongrac et al., (2016) midieron los niveles de ROS, glutation intracelular, potencial de
membrana mitocondrial, potencial de membrana celular, dafio del ADN vy actividades de
superéxido dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa (GPx) en células madre neurales murinas
(NSC) para comprender el posible dafio relacionado a SPION recubierta con D-manosa y poli-
L-lisina durante 24h en concentraciones 20, 100 y 200 mg/L. Este trabajo mostré que los
niveles de glutation en las células se redujeron y demostraron actividades deterioradas de SOD
y GPx. Las mitocondrias sufrieron hiperpolarizacion de la membrana, el potencial de la
membrana celular se disip0 y se observé un aumento del dafio del ADN, independientemente

del recubrimiento y la concentracion de SPION (Pongrac et al., 2016).

Las ROS también generan productos aldehidos téxicos, incluidos malondialdehido y 4-
hidroxilnonenal (Sripetchwandee et al., 2016). Estos componentes toxicos reaccionan para
producir funciones carbonilo, que dafian las proteinas. Las proteinas dafiadas y mal plegadas
no pueden ser reconocidas por el sistema de ubiquitina/proteasoma y se agregan dentro del
citoplasma como se observa en las enfermedades neurodegenerativas (Crichton et al., 2011).
En el caso de las nanoparticulas USPIO, se ha reportado que estas NPs cambian la morfologia
del RE y desencadenan el estrés del RE, desplegando asi la via de sefializacion PERK/ATF4

encargada de la respuesta de proteastasis (He et al., 2018).
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De igual manera, se ha identificado que la exposicion de la transferrina humana a NPs USP10O
da como resultado la liberacion de hierro, cambiando la funcion principal de la proteina, la cual
consiste en transportar hierro entre las células. Después de la eliminacién de las NPs, la
conformacion de la proteina original no se recupera, lo que indica cambios irreversibles en la
conformacion de la transferrina (de una estructura compacta a una abierta) y potencialmente,
de otras proteinas asociadas al hierro. Los cambios conformacionales de las proteinas pueden
modificar sus funciones, que se reconocen como los mecanismos moleculares de la lesion y
podrian contribuir a la patogénesis de la enfermedad, siendo un aspecto de vital importancia a

considerar (Morteza Mahmoudi et al., 2011).

Efectos a nivel tisular, estudios in vivo

Curiosamente, existe una baja correlacion entre la toxicidad in vivo e in vitro de las SPION, y
se ha encontrado que la toxicidad in vitro de las SPION no se traduce exactamente in vivo.
Estos resultados contradictorios pueden deberse a la regulacion de los cambios en el pH, la
fuerza iénica y la composicion quimica de la sangre circulante por la hemostasia hepatica y

renal en el cuerpo.

Los trabajos con SPION han revelado que las NPs se distribuyen en forma decreciente en el
cerebro, corazon, higado, pulmones, rifiones y bazo dentro de las 24 h posteriores a la
inyeccion. Después de inyecciones repetidas durante 10 dias, la deposicion de hierro en los
organos estudiados es muy baja, lo que demuestra que el hierro se elimina rapidamente a 100
mg/kg administrados por via subcutanea en ratones (Jain et al., 2005). Notablemente, es poco
probable que los efectos demostrados de bajo riesgo en ratones tras la inyeccidén aguda de
SPION se traduzcan en la practica clinica debido a la dosis Unica baja en humanos (Jain et al.,

2005).
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Sabareeswaran et al., (2016) utilizaron ratas Wistar hembra y evaluaron el efecto del
recubrimiento de las SPION con dextrano (DEX-SPION) o PEG (PEG-SPION). Bajo
anestesia, cada animal recibi6 una inyeccion intravenosa Unica en la vena lateral de la cola de
5 mg de Fe/kg de cuerpo, y 24 h después fueron sacrificados. Este estudio demostré que en
DEX-SPION, PEG-SPION y SPION sin recubrimiento, las enzimas alanina aminotransferasa
(ALT) y aspartato aminotransferasa (AST) se alteraron significativamente en comparacion con
el control solo con solucidn salina. Se observaron desequilibrios antioxidantes y peroxidacion
lipidica en todos los 6rganos principales. La histologia revel6 células de Kupffer y macréfagos
cargados de hierro en el higado y el pulmdn, respectivamente y una sobrecarga de hierro en los
tubulos contorneados del rifion (Sabareeswaran et al., 2016). Por tanto, aunque el recubrimiento

de las SPION mejora la biocompatibilidad se afectan los niveles de moléculas antioxidantes.

Se ha notado que la respuesta toxica in vivo de las SPION depende del tejido. De acuerdo con
Lewinski et al., (2011), los cuales aplicaron una sola inyeccion intravenosa de SPIONs (0,8
mg/kg) en ratas por 24 h, demostraron que se podian promover los efectos toxicos en el higado,
los pulmones y los 6rganos renales, mientras que el corazon y el cerebro no se vieron afectados
(Lewinski et al., 2011). Otro estudio reportd que la administracion intravenosa de SPION a una
dosis de 10 mg/kg en ratas aumenta el estrés oxidativo en el higado, el bazo y el rifion,
alcanzando un maximo a los 3 dias y luego, disminuyé lentamente, mientras que no se
observaron cambios significativos para los pulmones, el cerebro, y tejidos cardiacos (Sharifi et

al., 2012).

Sinembargo, Wu et al., (2013) suministraron a ratas por via intranasal 20 mg/kg de NPs SPION
(30 nm) durante siete dias, encontrando que las particulas se depositaban a concentraciones
particularmente altas en el cuerpo estriado y el hipocampo del cerebro rata. Mas de la mitad de
las SPION se retuvieron en el cuerpo estriado durante un minimo de 14 dias, acompafiado de

dafio oxidativo en la region. Estudios in vitro de este mismo trabajo, indicaron que las SPION
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pueden disminuir la viabilidad neuronal, desencadenar estrés oxidativo y activar vias mediadas

por JNK y p53 para regular el ciclo celular y la apoptosis (Wu et al., 2013).

Adicionalmente, los efectos de las SPION en el tejido pulmonar de ratas Wistar macho adultas
han sido explorados usando el método de inhalacion pulmonar para la administracion de las
NPs (Sadeghi L. et al., 2015). Este estudio utiliz6 dos dosis de nanoparticulas diferentes (20 y
40 mg/kg) y dos tiempos de exposicion (7 y 14 veces). Las NPs administradas penetraron en
la circulacién y alcanzaron rapidamente el higado, creando una inflamacién grave en los tejidos
del pulmén y el higado. De igual manera se identificé que al aumentar la dosis administrada,
el tejido pulmonar mostraba sintomas como enfisema pulmonar, hiperemia intersticial e
inflamacion en los pulmones con mayor intensidad y la exposicion de las NPs provocaba la
presencia de neutrofilos, linfocitos y eosinéfilos en el tejido pulmonar, confirmando que existia

una condicion patoldgica grave (Sadeghi L. et al., 2015).

Otros ensayos evaluaron a nivel clinico en humanos las SPION aprobadas para ensayos
clinicos, como Feridex® en los seres humanos y fue reconocido como un agente seguro y
eficiente. Sin embargo, el efecto secundario mas frecuente se centré en el dolor de espalda, que

se detecto en el 4% de los pacientes (Wang, 2011).

Wang, (2011) informé que la administracion de Feridex en dosis recomendadas (0,56 mg/kg)
puede tener efectos adversos. Entre los eventos mas frecuentes se encuentran la hipotension, el
dolor lumbar y dolor en las piernas con una incidencia que oscila entre el 2 y el 10%. De igual
manera se informo6 que el 2,5% de los pacientes presentaba dolor lo suficientemente intenso

como para provocar la interrupcion o suspension de la perfusion (Wang, 2011).

Vadhan-Raj et al., (2016), evaluaron la seguridad y eficacia de ferumoxytol, demostrando que
podria tolerarse bien sin que se identificaran nuevas sefiales de seguridad entre los pacientes

que recibieron dosis repetidas. El efecto secundario mas frecuente se centrd en el dolor de
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cabeza, que se detecto en el 7% de los pacientes y la infeccion del tracto urinario en el 5,6% de
estos. Ademads, se encontraron nduseas, vomitos, mareos, diarrea, nasofaringitis, fatiga, dolor
de espalda, estrefiimiento, hipopotasemia, tos, en el 2-5% de los pacientes (Vadhan-Raj et al.,

2016).

Muehe et al., (2016) administraron ferumoxytol a 49 pacientes pediatricos (21 nifias y 28 nifios,
de 5 a 18 afios) y 19 adultos jévenes (8 mujeres y 11 hombres, de 18 a 25 afios), recibiendo una
dosis de 5 mg Fe/kg por via intravenosa. El estudio reporté cuatro acontecimientos adversos
leves, que se cree que estan relacionados con el ferumoxytol, dos episodios de hipotensidn leve,
un caso de nauseas, y eritema en el lugar de la inyeccion. No osbtante, el estudio demostro que
las dosis de ferumoxitol de hasta 5 mg de Fe/kg administrados para RM de imagen no conduce

a sucesos adversos relevantes o toxicidad hepatica (Muehe et al., 2016).

Tabla 3. Efectos de SPION reportados in vivo

SPIO Dosis Modelo Via de Resultados Ref.
utilizado animal administracion
Feridex 0,56 mg/kg Humanos Inyeccidn intravenosa | Hipotension, el  dolor | (Yi Xiang
lumbar y dolor en las | Wang,
piernas 2011)
SPION 0,8 mg/ kg Ratas Inyeccidn intravenosa | Efectos toxicos en el | (Lewinski
higado, los pulmones y los | et al.,
organos renales 2011).
Ferumoxytol 510 mg/ kg Humanos Inyeccibn intravenosa | Dolor de cabeza, que se | (Vadhan-
detect6 y infeccion del | Raj et al.,
tracto urinario 2016)
SPION 20 'y 40 | Ratas Wistar Inhalacion pulmonar | Inflamacion grave en los | (L.
mg/kg tejidos del pulmén y el | Sadeghi et
higado al., 2015).
SPION 5 (mg/ kg) Ratas Wistar Inyeccidn intravenosa | Mostrando propiedades (Sabareesw
desnudas, dex nocivas in vivo aran etal.,
y recubiertas 2016)
de PEG
Fe, 0, 20 mg/ kg Rata Intranasal Aumento significativo del | (Wu et al.,




34

estrés oxidativo y retraso 2013)
en la eliminacion de la NPs
del hipocampo

estriado y dafio a las
neuronas dopaminérgicas

et

Fe, 0, 50 mg/kg Rata Inyeccién Dopamina (Imam
intravascular significativamente
disminuida en el cuerpo al., 2015).

Mejoras en RM por medio de las SPION empleadas en el diagndstico de enfermedades

neuroinflamatorias

La RM se ha convertido en una herramienta esencial e insustituible para el examen médico y
el diagndstico clinico. EI medio de contraste convencional son los quelatos de gadolinio,
utilizados para la formacion de imagenes por RM. Historicamente se han considerado seguros
y bien tolerados cuando se usan en los niveles de dosis recomendados. Sin embargo, han
surgido informes recientes sobre la acumulacion de gadolinio en varios tejidos de pacientes
que no tienen insuficiencia renal, incluidos los huesos, el cerebro y los rifiones (Rogosnitzky
& Branch, 2016). Los efectos acumulativos y a largo plazo del gadolinio retenido en el cerebro
y en otros lugares aun no se comprenden. Recientemente, los pacientes que informan que
padecen sintomas cronicos secundarios a la exposicion y retencidn de gadolinio crearon grupos
de apoyo en linea para poder identificar la toxicidad del gadolinio (Ramalho et al., 2016). Las
SPION han atraido un interés particular como un excelente agente de contraste para RM por su
velocidad de relajacion mejorada, modificacion flexible, orientacion multifuncional y forma de
degradacion no toxica. Se ha aplicado estas NPs con éxito en el diagndstico y tratamiento de

las enfermedades del higado, sistema linfatico, pancreatico y SNC (Barrefelt et al., 2014).

Estudios en ratones transgénicos (modelo enfermedad de alzheimer) para la proteina precursora

beta amiloide (ABPP)/proteina de presenilina (PS1), demuestraron la capacidad de las SPION
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conjugadas anti-ABPP (anticuerpos) de penetrar la BHE para actuar como un agente de

contraste para la obtencion de iméagenes por RM de placas (Sillerud et al., 2013).

En contraste, Mc Connell et al., (2016) utilizaron un anticuerpo anti-dextrano (Dx1) que tiene
la capacidad de unirse a la capa de carboximetildextrano de la NPs para diferenciar el
ferumoxitol del hierro enddgeno y localizar inequivocamente en el tejido cerebral. La inyeccion
intravenosa de ferumoxitol en ratas inmunocompetentes que albergaban lesiones cerebrales
inflamatorias inducidas por xenoinjertos de tumores humanos dio como resultado una mejora
de la sefial heterogénea y especifica de la lesién en las exploraciones de RM in vivo (Mc
Connell et al., 2016).

De acuerdo con Yang et al., (2014), las NPs USPIO proporcionan informacion complementaria
con respecto a la actividad de las células inflamatorias en la isquemia neuroinflamatoria
cerebral que no se habia visualizado usando dimeglumina gadopentetato (Gd-DTPA)
convencional. La evaluacion utilizo mualtiples pardmetros de RM que pueden identificar USP10O
intracelular y extracelular in vivo (Yang et al., 2014). Teniendo en cuenta el estudio anterior,
Thorek et al., (2011) evaluaron a SPION como agentes de contraste de RM para detectar
especificamente la neuroinflamacion en los sitios de lesion dolorosa en un modelo de rata de
compresion de la raiz nerviosa cervical. Utilizaron dos grupos separados de ratas: un grupo con
lesiones que se sometié a una compresion transitoria controlada de la raiz dorsal y un grupo
simulado que recibié los mismos procedimientos quirargicos, pero sin lesiones. Se realiz6 una
RM previa al contraste 6 dias después de la cirugia, seguida de la administracion de SPION
mediante inyeccion en la vena de la cola. Después de 24 horas, las imagenes ponderadas T2 en
el sitio de la lesion de la raiz revelaron una mejora poscontraste de 72,9 + 31% (Thorek et al.,
2011).

Gambarota & Leenders, (2011) complementan diciendo que la relajacion de T, con USPIO es

hasta 20 veces mayor que la de Gd-DTPA, debido a que USPIO proporciona un marcador muy
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sensible de alteraciones en el volumen vascular entre los tejidos; esta caracteristica podria
aprovecharse para la deteccion de tumores. Por lo tanto, las imagenes con USPIO pueden ser
una alternativa muy atractiva a las imagenes de Gd-DTPA méas cominmente utilizadas y, al
menos, tendran un valor agregado, especialmente para la deteccion y delimitacion de tumores
cerebrales infiltrativos difusos Gambarota & Leenders, (2011).

Seyfer, (2014) demostrd la capacidad de la RM mejorada con USPIO para diferenciar las
lesiones benignas, inflamatorias y malignas. De igual manera Zivadinov et al., (2020)
consideran a USPIO un biomarcador prometedor para obtener imagenes en serie y investigar
el efecto de las intervenciones terapéuticas sobre los monocitos/macrofagos y la activacion de
neurodegeneracion de la microglia en animales infectados con un modelo de desmielinizacion
cronica del virus de la encefalomielitis murina (Seyfer, 2014).

Algunos estudios muestran la capacidad de permanencia de SPION, no mostrando resultados
instantaneos sino a través del tiempo como lo evidenciaron Ouyang et al., (2016). En ese trabajo
encontraron que 24 h después de la lesidn, todos los conejos mostraron focos de sefial alta en
T2, mientras que solo el 55% de las lesiones se pudieron encontrar en Gd-T1 y ninguna en
USPIO-T1. Las lesiones se intensificaron en Gd-T1 en el 100% de los sujetos después de 48 h
y los tamafios de los realces aumentaron al maximo después de 72 h. En el punto de tiempo de
72 h después de la lesion, el 90% de las lesiones se intensificaron por USPIO. Cinco dias
después de la lesion, 19 lesiones mostraron una disminucion del realce de Gd y una
desaparecid; sin embargo, en USPIO la mejora se hizo mas grande que antes (Ouyang et al.,
2016).

Pero no hay que dejar atras a las SPION comerciales para la obtencion de imagenes por RM,
Gkagkanasiou et al., (2015) demostraron que el ferumoxytol, parece tener caracteristicas
ideales para la formacion de imagenes del SNC. En los ultimos afios, el ferumoxitol se ha

utilizado con éxito para obtener imagenes de neoplasias del SNC, inflamaciones del SNC y
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malformaciones cerebrales, ofreciendo informacién util a nivel celular y molecular
(Gkagkanasiou et al., 2015).

Por otro lado, Lee, (2017) demostré la viabilidad del etiquetado de células madre
mesenquimales derivadas de sangre del corddn umbilical humano (hUCB-MSC) con
ferumoxitol y observd, mediante RM, el injerto de hUCB-MSC marcadas con ferumoxitol
administradas mediante inyeccion estereotéctica en el hipocampo de un modelo de ratdn
transgénico de la enfermedad de Alzheimer familiar (5XFAD). A través de la RM, se pudieron
discernir sefiales hipointensas en el sitio donde se inyectaron las células madre mesenquimales
humanas marcadas con ferumoxitol. También se observaron areas positivas para hierro en el

hipocampo injertado (Lee, 2017).
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Las SPION pueden ejercer efectos importantes sobre la dindmica y fisiologia celular,
presentando efectos celulares y moleculares, que dependen principalmente, del tiempo
de exposicion, tamafio de la particula, tipo de recubrimiento y concentracién.

Entre los efectos biolégicos mas comunes de las SPION a nivel celular encontramos la
disminucién de la viabilidad, alteracién de la membrana plasmaética, alteraciones
mitocondriales, dafio oxidativo y mal plegamiento de proteinas.

A nivel tisular las SPION afectan principalmente higado, pulmones y rifiones, debido a
que la acumulacion de hierro en estos tejidos es de mayor demanda, favoreciendo asi la
reaccion Fenton y la produccion de ROS tdxico para la célula y el tejido.

En tejido cerebral no se ha detectado acumulacion de SPION ni efectos citotoxicos. Sin
embargo, in vitro estas NPs afectan diferencialmente los linajes celulares dependiendo
del recubrimiento, la dosis y el campo magnético al que es sometido.

Existen variedades de NPs de uso comercial que implementan el Fe;0,, algunas ya
autorizadas por la FDA, sin embargo, se identifico que la mayoria de ellas tienen efectos
biolégicos en los que se destacan el dolor de cabeza y el dolor de espalda.

Es necesario que se amplien los estudios de las NPs comerciales para su uso en
diferentes tejidos y como agentes de contraste.

Las SPION han demostrado ser eficaces en el area de diagnostico por medio de la RM,
teniendo como principales caracteristicas la mejora de imagenologia, el seguimiento in

vivo de células y la marcacion de células de interés bioldgico.
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