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DESCRIPCION

Tratamiento de cancer o tumor inducido por la liberacién de calor generado por diversas cadenas de magnetosomas
extraidas de bacterias magnetotacticas y sometidas a un campo magnético alterno

Campo de la invencion:

La presente invencion esta en el campo de los tratamientos térmicos in vivo de células o tejidos, especialmente
tumor(es) o células tumorales, usando el calor generado in situ por elementos magnéticos sometidos a un campo
magnético alterno. La invencion esta en particular en el campo de la terapia térmica usando hipertermia o
termoablacion. El tipo de elemento magnético descrito en esta divulgacion es una cadena de nanoparticulas de
oxido de hierro sintetizadas mediante un proceso bioldgico.

Breve sumario de la invencion:

Esta invencion describe una termoterapia que puede usarse para destruir cancer, tumor(es) o células tumorales. El
calor se genera por cadenas de magnetosomas bacterianos que se extraen de bacterias magnetotacticas, en que la
mayoria de magnetosomas poseen direcciones cristalograficas orientadas en la direccion del alargamiento de
cadena. Estas cadenas de magnetosomas que se usan en termoterapia pueden obtenerse cultivando las bacterias
en las diversas condiciones siguientes:

(1) Se cultivan bacterias magnetotacticas (p.ej. ATCC 700274) en un medio de crecimiento estandar (p.ej.
medio ATCC 1653 o un medio de crecimiento similar al medio ATCC 1653 adecuado para hacer crecer la cepa
ATCC 700274).

(2) Se cultivan bacterias magnetotacticas en un medio de crecimiento que contiene el medio de crecimiento
estandar tal como se menciona en (1) y preferiblemente un aditivo que es un metal de transicion. Son ejemplos de
metales de transicion que pueden usarse cobalto, niquel, cobre, zinc, manganeso y cromo.

3) Se cultivan bacterias magnetotacticas en un medio de crecimiento que contiene el medio de crecimiento
estandar tal como se menciona en (1) y preferiblemente un aditivo que es un agente quelante. Se entiende
preferiblemente por agente quelante un compuesto organico que es un ligando monodentado o polidentado capaz
de formar un complejo con los cationes derivados de hierro o cualquiera de los demas metales de transicion.

(4) Se cultivan bacterias magnetotacticas en un medio de crecimiento que contiene el medio de crecimiento
ATCC estandar tal como se menciona en (1) y los dos aditivos mencionados en (2) y (3).

La presencia de aditivos en el medio de crecimiento bacteriano suministra una eficacia de calentamiento de
magnetosoma mejorada (tanto en disoluciéon como in vivo). Las cadenas extraidas de magnetosomas en que la
mayoria de los magnetosomas poseen direcciones cristalograficas orientadas en la direccion de alargamiento de
cadena, obtenidas sintetizando las bacterias en cualquiera de los cuatro medios de crecimiento diferentes descritos
en (1) a (4), pueden encapsularse también en una vesicula lipidica en presencia o no de un principio activo y usarse
como tales en la termoterapia.

Antecedentes:

Ultimamente, se han dedicado grandes esfuerzos a sintetizar nanoparticulas magnéticas que sean capaces de
inducir la produccién de calor cuando se les aplica un campo magnético oscilante (Duguet ef al., Nanomed., 2006, 1,
157-168) y que puedan manipularse facilmente usando campos magnéticos. Estos rasgos condujeron a la idea de
que las nanoparticulas magnéticas pueden ser Utiles en la destruccion o eliminacion de tumores mediante
hipertermia o termoablacion o que pueden usarse para liberar farmacos en regiones localizadas especificas del
cuerpo. Este campo de investigacion se designa a menudo como hipertermia por campo magnético alterno (CMA),
puesto que requiere la aplicacion de un campo magnético alterno para inducir la produccién de calor por las
nanoparticulas. En trabajos previos, el calor se inducia usando nanoparticulas sintetizadas quimicamente,
principalmente en forma de nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de hierro (SPION en inglés), que se
mezclaban en disolucion o se mezclaban con células o se administraban a un organismo vivo. Se evalué también la
actividad antitumoral de estas nanoparticulas calentadas tanto en modelos animales como clinicamente en seres
humanos. Se presenta una vision general del trabajo llevado a cabo anteriormente en las referencias enumeradas a
continuacion en la presente memoria (Bae ef al., J. Controlled Release, 2007, 122, 16-23; Ciofani et al., Med.
Hypotheses, 2009, 73, 80-82; De Nardo, Clin. Cancer Res., 2005, 11, 7087s-7092s; De Nardo et al., J. Nucl. Med.,
2007, 48, 437-444; Higler et al., Radiology, 2001, 218, 570-575; lto et al., Cancer. Sci., 2003, 94, 308-313; Ito et al.,
J. Biosci. Bioeng., 2003, 96, 364-369; Ito ef al, Cancer Lett., 2004, 212, 167-175; lto et al., Cancer Immunol. Immun.,
2006, 55, 320-328; Johannsen et al., Int. J. Hyperthermia, 2005, 21, 637-647; Johannsen et al., Int. J. Hyperthermia,
2007, 52, 1653-1662; Jordan et al., Int. J. Hyperthermia, 1993, 9, 51-68; Kawai et al., Prostate, 2005, 64, 373-381;
Kawai et al., Prostate, 2008, 68, 784-792; Kikumori et al., Breast Cancer Res. Treat., 2009, 113, 435-441; Maier-
Hauff et al., J. Neurooncol., 2007, 81, 53-60; Oberdorster et al., Environ. Health Persp., 2005, 113, 823-839; Ponce
et al., Int. J. Hyperthermia, 2006, 22, 205-213; Tai et al., Nanotechnology, 2009, 20, 135101; Thisen et al., Int. J.
Hyperthermia, 2008, 24, 467-474).
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En este momento, hay al menos tres compafias que desarrollan terapia del cancer usando el calor generado por
nanoparticulas magnéticas cuando se exponen estas Ultimas a un campo magnético alterno. Estas compafiias son
Sirtex (una compafia australiana), Magforce (una compafiia alemana) y Aspen Medisys (una compafhia
estadounidense, anteriormente Aduro Biotech y Triton Biosystem). Las patentes que se han publicado por estas
compafias describen diversos modos de usar el calor generado por nanoparticulas magnéticas sintetizadas
quimicamente para terapia del cancer (Sirtex: documentos US2006167313 o WO 2004/064921; Triton Biosystems
ahora Aspen Medisys, LLC: US2003/0028071; Magforce: US2008/0268061).

Aunque se ha hecho un progreso significativo en el campo de la terapia del cancer con nanoparticulas, han surgido
preocupaciones respecto a la toxicidad inducida por la presencia de las nanoparticulas sintetizadas quimicamente
en el cuerpo (Habib et al., J. Appl. Phys., 2008, 103, 07A307-1-07A307-3). Para minimizar los efectos secundarios
potenciales que surgen durante los tratamientos clinicos, la cantidad de nanoparticulas administradas tiene que ser
lo menor posible reteniendo su efecto deseado. Para ello, las nanoparticulas magnéticas tienen que generar una
cantidad de calor suficientemente grande, concretamente tasas de absorcion especifica (TAE) significativas.

Por lo tanto, existe la necesidad de nanoparticulas magnéticas que tengan una capacidad de calentamiento mayor
que la obtenida habitualmente con las nanoparticulas sintetizadas quimicamente. Esto sera util para reducir la
cantidad de material magnético necesaria para calentar un tejido biolégico o célula. Esto puede conseguirse usando
nanoparticulas con volimenes grandes o con alta anisotropia magnetocristalina (Hergt et al., J. Phys. Condens.
Matter, 2006,18, S2919-S2934).

Existe también la necesidad de desarrollar nanoparticulas magnéticas que puedan tener dichas buenas propiedades
y la capacidad de direccionarse hacia un tejido o célula

En parte debido a su gran volumen, los magnetosomas sintetizados por bacterias magnetotacticas producen una
mayor cantidad de calor que las nanoparticulas sintetizadas quimicamente cuando se somete a un campo
magnético oscilante. Esto se ha mostrado para magnetosomas bacterianos mezclados en disolucion (Hergt et al., J.
Phys. Condens. Matter, 2006, 18, S2919-S2934; Hergt et al., J. Magn. Magn. Mater., 2005, 293, 80-86; Timko et al.,
J. Mag. Mag. Mat., 2009, 321, 1521-1524). En las referencias anteriores, el tipo de magnetosomas bacterianos
usados para llevar a cabo los experimentos no se ha identificado claramente.

Los magnetosomas son cristales intracelulares, unidos a membrana, de tamafio nanométrico y de un solo dominio
magnético del 6xido de hierro magnetita (Fe3O4) o del sulfuro de hierro greigita (FeS4) que se sintetizan por bacterias
magnetotacticas. Los magnetosomas compuestos por magnetita pueden oxidarse hasta maghemita después de la
extraccion de las bacterias. Los magnetosomas se disponen habitualmente como una cadena en las bacterias, pero
pueden encontrarse también magnetosomas individuales. Las bacterias parecen usar los magnetosomas para
navegar por el campo geomagnético de la Tierra y ayudarlas a localizar y mantener las condiciones 6ptimas para su
crecimiento y supervivencia (Bazylinski et al., Nat. Rev. Microbiol., 2004, 2, 217-230). Los magnetosomas y cristales
de magnetita de magnetosoma han mostrado ser utiles en una serie de aplicaciones cientificas, comerciales y
sanitarias. Por ejemplo, pueden usarse para detectar polimorfismo de nucleétido simple, para extraer ADN o para
detectar magnéticamente interacciones biomoleculares. Pueden usarse también en inmunoensayo y ensayo de
union a receptor o en separacion celular (Arakaki et al., J. R. Soc. Interface, 2005, 5, 977-999). Se ha sugerido que
los magnetosomas bacterianos podrian insertarse en liposomas con fines de provision de farmacos (nimero de
patente US6251365B1). Sin embargo, se han dado muy pocas pruebas experimentales en esta patente y la
capacidad de calentamiento de dicho liposoma no se ha demostrado ni sugerido. Se ha mostrado
experimentalmente la actividad anticancerosa de un complejo formado por magnetosomas bacterianos y
doxorubicina (Sun ef al., Cancer Lett., 2007, 258, 109-117). En este caso, la actividad anticancerosa es debida a la
presencia de doxorubicina y no a un tratamiento inducido por calor. Al final, no se ha probado que los
magnetosomas bacterianos sean utiles para el tratamiento térmico in vitro o in vivo de células de tumor o cancer.

Finalmente, dos estudios recientes se dirigen brevemente al asunto planteado por la potencial toxicidad de los
magnetosomas bacterianos en ratas y no resefian ninguna sefial de toxicidad (Sun et al., J. Nanosci. Nanotechnol.,
2009, 9, 1881-1885; Sun et al., Sun et al., Nanotoxicology, 2010, 4, 271-283).

Descripcion de la invencion

Pueden ser eficaces diferentes tipos de magnetosomas bacterianos (organizados en cadenas o no y contenidos en
las bacterias o extraidos de las bacterias) para generar calor en disolucion cuando se exponen a un campo
magnético alterno. Sin embargo, como se demuestra en esta divulgacion, solo los magnetosomas organizados en
cadenas y aislados de las bacterias magnetotacticas suministran una actividad antitumoral eficaz. Es mas, se
estudiaron también magnetosomas bacterianos contenidos en bacterias magnetotacticas AMB-1 enteras y
magnetosomas individuales (extraidos de las bacterias y tratados con dodecilsulfato de sodio (SDS) y calor). A pesar
de sus buenas propiedades de calentamiento en disoluciones, estos dos tipos de magnetosomas bacterianos
parecian suministrar nada o mucha menos actividad antitumoral in vivo que las cadenas de magnetosomas aisladas
de bacterias magnetotacticas, en que la mayoria de los magnetosomas poseen direcciones cristalograficas
orientadas en la direccion del alargamiento de cadena segun la invencién. El impacto de la organizacion en las
cadenas de magnetosomas bacterianos sobre la eficacia de la termoterapia es una contribucidon importante de la
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invencion.

La presente descripcion se refiere a cadenas de magnetosomas aisladas de bacterias magnetotacticas en que la
mayoria de los magnetosomas poseen direcciones cristalograficas orientadas en la direccion del alargamiento de
cadena para uso en el tratamiento de tumor(es) mediante terapia térmica, preferiblemente de un tumor sélido. Estas
cadenas pueden usarse como tales o encapsularse en una vesicula.

La presente descripcion se refiere al tratamiento in vivo de tejidos o células, especialmente de tumor(es) o célula(s)
tumoral(es), usando el calor generado in situ por cadenas de magnetosomas. El tipo de tumor que puede tratarse es
de preferencia un tumor sélido. Estas cadenas pueden usarse como tales o encapsuladas en una vesicula. El calor
se produce sometiendo las cadenas de magnetosoma a un campo magnético alterno (también llamado campo
magnético oscilante).

La presente descripcion se refiere también a cadenas de magnetosomas como farmaco, especialmente como
farmaco para tratamiento antitumoral. Las cadenas pueden usarse como tales o encapsuladas en una vesicula.

La descripcion se refiere también al uso de cadenas de magnetosomas como medio de calentamiento,
especialmente de un tejido vivo o células vivas in vivo.

La descripcion se refiere también al uso de cadenas de magnetosomas como farmaco que posibilita el tratamiento
de tumor(es) y/o células tumorales mediante un método de calentamiento.

La siguiente descripcion de realizaciones y rasgos se aplica al método de tratamiento y al uso de las cadenas de
magnetosomas.

Es importante destacar que la invencion se refiere a la administracion de cadenas de magnetosomas a un paciente
necesitado. Sin embargo, es posible que después de la administracion al organismo se altere una pequefia cantidad
de las cadenas de magnetosomas; la alteracion de estas cadenas de magnetosomas puede dar como resultado la
formacion de cadenas mas largas o mas cortas que las administradas y menos probablemente la aparicion de
magnetosomas individuales.

Los magnetosomas administrados durante la terapia estan en forma de cadenas de magnetosomas. Por definicion,
estas cadenas de magnetosomas se aislan de bacterias magnetotacticas. Esto significa que no estan contenidas en
las bacterias. Preferiblemente, las cadenas se han extraido de las bacterias usadas para su produccion y aislado de
los fragmentos celulares. Estas cadenas de magnetosomas contienen preferiblemente entre 2 y 30 magnetosomas,
tipicamente entre 4 y 20 magnetosomas. La mayoria de los magnetosomas pertenecientes a estas cadenas poseen
direcciones cristalograficas y preferiblemente también ejes faciles orientados en la direccion del alargamiento de
cadena, que es habitualmente [111] (Alphandéry et al., ACS Nano., 2009, 3, 1539-1547). En consecuencia, las
cadenas de magnetosomas poseen una anisotropia magnética que es mas fuerte que la de los magnetosomas
individuales. Como resultado, se previene una fuerte agregacion de las cadenas de magnetosomas. Cuando
interaccionan varias cadenas de magnetosomas que contienen tipicamente entre 4 y 20 magnetosomas, da como
resultado la formacion de una cadena mas larga de magnetosomas, que contiene tipicamente mas de 4 a 20
magnetosomas. La longitud de la cadena de magnetosomas es preferiblemente menor de 1200 nm, mas
preferiblemente menor de 600 nm, lo mas preferiblemente menor de 300 nm. La disposicién en cadenas de los
magnetosomas suministra varias propiedades que son ventajosas para el calentamiento in vivo. Debido a su
disposicion en cadenas, los magnetosomas no tienden a la agregacion y poseen también un momento magnético
estable. Ambas de estas propiedades favorecen la rotacion de las cadenas de magnetosomas y por lo tanto la
produccion de calor mediante este mecanismo. La disposicion en cadenas de los magnetosomas proporciona
también una interaccion con las células eucaritticas, que es ventajosa debido a su bajo nivel de agregacion. Esta
interaccion da como resultado una internalizacion de las cadenas de magnetosomas en las células eucarioticas. Por
ejemplo, como se describe con mas detalles en el ejemplo 4, se vuelven magnéticas un porcentaje significativo de
células cuando se mezclan las cadenas de magnetosomas con las células mientras se aplica el campo magnético
alterno. En una realizacion, las cadenas de magnetosomas penetran en las células eucaridticas cuando se aplica el
campo magnético alterno, posibilitando asi la destruccion de las células mediante el mecanismo de hipertermia
intracelular. Este mecanismo es potencialmente mas eficaz que la hipertermia extracelular, puesto que destruye las
células desde el interior. Por otro lado, se obtiene un porcentaje muy pequefio de células magnéticas cuando se
mezclan las células en presencia de magnetosomas individuales mientras se aplica el campo magnético alterno,
sugiriendo que los magnetosomas individuales permanecen fuera de las células eucaridticas, suministrando un
mecanismo menos eficaz de destruccion celular.

Los magnetosomas se definen como nanoparticulas de 6xido de hierro magnéticas hechas de magnetita, maghemita
0 una composicion que es intermedia entre maghemita y magnetita. Los magnetosomas se caracterizan también por
la presencia de una membrana bioldgica que los rodea. La presencia de grupos amino en la superficie de la
membrana de magnetosoma posibilita el acoplamiento con diversas macromoléculas bioactivas y suministra
biocompatibilidad (Xiang et al., Lett. Appl. Microbiol., 2007, 6, 75-81; Sun et al., Cancer Lett., 2007, 258, 109-117;
Sun et al., Biotech. Bioeng., 2008, 101, 1313-1320).

En una realizacion, los magnetosomas pertenecientes a la cadena estan rodeados por una membrana biolégica. Los
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magnetosomas pueden estar unidos entre si mediante un filamento bioldgico cuya estructura es solo parcialmente
conocida segun A. Komeili, Ann. Rev. Biochem. 2007, 76, 351-366.

En una realizacion, los magnetosomas se sintetizan biolégicamente por bacterias magnetotacticas tales como
Magnetospirillum magneticum cepa AMB-1, la cepa de coco magnetotactico MC-1, tres cepas de Vibrio anaerdbicas
facultativas MV-1, MV-2 y MV-4, Magnetospirillum magnetotacticum cepa MS-1, Magnetospirillum gryphiswaldense
cepa MSR-1, un espirilo magnetotactico anaerdbico facultativo, Magnetospirillum magneticum cepa MGT-1, y uno
anaerdbico obligado, Desulfovibrio magneticus RS-1.

Los tamafos o tamafos medios de los magnetosomas individuales contenidos en las cadenas de magnetosomas
pueden variar dependiendo en particular de la cepa de bacterias, del medio de crecimiento bacteriano y/o de las
condiciones de cultivo bacteriano. Lo mas frecuentemente los magnetosomas son nanoparticulas de monodominio
(concretamente, poseen solo un dominio magnético) con tamafios que se encuentran entre aproximadamente 10 nm
y aproximadamente 120 nm, preferiblemente entre 10 y 70 nm, lo mas probablemente entre 30 y 50 nm. La
distribucion de tamafios de los magnetosomas puede variar bastante significativamente dependiendo de la cepa
bacteriana y de las condiciones de crecimiento bacteriano. En la especie AMB-1, la mayoria de los magnetosomas
poseen tamafios que se encuentran entre 30 y 50 nm. Puede obtenerse un aumento de tamafo cuando se lleva a
cabo la produccion de los magnetosomas en presencia de uno o varios aditivos tales como los descritos en la
invencion. Los grandes tamafios de los magnetosomas dan como resultado comportamientos ferrimagnéticos a las
temperaturas alcanzadas durante el tratamiento. Suministran también un momento magnético térmicamente estable.
Por ello, el movimiento de los magnetosomas en el organismo podria controlarse potencialmente aplicando un
campo magnético externo. Debido a su momento magnético estable, los magnetosomas deberian producir una
mejor respuesta magnética que las nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de hierro (SPION) menores
usadas actualmente para aplicaciones médicas, que poseen un momento magnético térmicamente inestable. Los
magnetosomas, que son nanoparticulas de monodominio grandes, poseen también mejores propiedades de
calentamiento que la mayoria de nanoparticulas sintetizadas quimicamente (habitualmente en forma de SPION)
cuando se suspenden en disolucién y se exponen a un campo magnético alterno.

En una realizacion, los magnetosomas poseen una distribucion estrecha de tamafo cuando las bacterias
magnetotacticas se hacen crecer en condiciones 6ptimas.

En una realizacion, puede llevarse a cabo una etapa de seleccién de tamafio usando un campo magnético de
intensidades variables (0,05-1 T), una técnica de cromatografia de seleccién por tamafio (usando por ejemplo una
columna de tipo Sephacryl S1000) o una técnica de centrifugacion, que posibilita librarse de los magnetosomas
menores que permanecen en el sobrenadante. Usar magnetosomas con tamafios que se encuentran en un intervalo
dado puede ser también util para introducirlos en vesiculas de un tamafio dado, por ejemplo.

En una realizacion especifica, el tratamiento usa cadenas de magnetosomas encapsulados en una vesicula,
especialmente una vesicula lipidica. La encapsulacion de las cadenas de magnetosomas suministra propiedades de
calentamiento mejoradas y reduce también los riesgos de toxicidad al prevenir el contacto directo entre las cadenas
de magnetosomas y el organismo. La rotacién de las cadenas de magnetosomas in vivo puede mejorarse mediante
su encapsulacion en una vesicula lipidica o un tipo similar de estructura.

En una realizacion, la vesicula lipidica es una vesicula unilamelar pequefia (SUV en inglés, diametro <100 nm), que
contiene una cantidad reducida de cadenas pequefias de magnetosomas. En comparacion con una vesicula mas
grande, las SUV poseen varias ventajas. Por ejemplo, son menos reconocibles por los macréfagos (Genc et al.,
Langmuir, 2009, 25, 12604-12613).

En otra realizacion, la vesicula lipidica es una vesicula unilamelar grande (LUV en inglés, diametro que se encuentra
entre 100 nm y 1 ym) o una vesicula unilamelar gigante (GUV, diametro >1 ym). Es mas preferiblemente una LUV
para inyeccion intravenosa. En los casos de LUV o GUV, la capacidad de captacion de magnetosomas es
significativamente mayor que la de SUV y por ello la eficacia de calentamiento es mayor.

En una realizacién, la vesicula lipidica es un liposoma, que es multilamelar.

En una realizacion, la vesicula lipidica esta compuesta por un solo lipido con carga neutra tal como DOPC (1-oleoil-
2-palmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina), DMPC (dimiristoilfosfatidilcolina), DPPC (dipalmitoilfosfatidilcolina), DSPC (1,2-
diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina), DMPE (dimiristoilfosfatidiletanolamina o DPPE (dipalmitoilfosfatidiletanolamina).

En otra realizacién, la vesicula lipidica estd compuesta por lipidos neutros tales como los mencionados
anteriormente mezclados con lipidos cargados tales como DOPG (1,2-dioleoil-sn-glicero-3-[fosfo-rac-(1-glicerol)]) o
DPPG (dipalmitoilfosfatidilglicerol). Se mezclan lipidos con diversas cargas conjuntamente para optimizar la carga de
superficie de la vesicula. Es mas, esto Ultimo es un parametro importante para la encapsulacién de cadenas de
magnetosomas con las vesiculas y para la internalizacion de las vesiculas en las células (Martina et al., J. Am.
Chem. Soc., 2005, 127, 10676; Tai et al., Nanotechnology, 2009, 20, 13501).

El tratamiento pretende proporcionar una terapia térmica in vivo, incluyendo hipertermia y termoablacion.
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En una realizacion, el tratamiento muestra un modo de destruir parcial o totalmente las células tumorales o el tumor
mediante un aumento de la temperatura en el tumor de menos de ~10°C por encima de la temperatura fisioldgica
(37°C), una técnica habitualmente llamada hipertermia. En una realizacion preferida, la temperatura en el tumor
alcanzada durante la hipertermia se encuentra entre aproximadamente 37 y aproximadamente 45°C, preferiblemente
entre aproximadamente 40 y aproximadamente 45°C, mas preferiblemente a aproximadamente 43°C.

En otra realizacion, el tratamiento muestra un modo de destruir células tumorales o un tumor mediante un aumento
de la temperatura del tumor de mas de ~10°C por encima de la temperatura fisiolégica, (37°C), una técnica llamada
habitualmente termoablacién. La temperatura alcanzada durante la termoablacion se encuentra entre
aproximadamente 45 y aproximadamente 100°C, mas preferiblemente entre aproximadamente 45 vy
aproximadamente 70°C.

En una realizacion preferida, la temperatura en el tumor alcanzada durante la termoablacién se encuentra entre
aproximadamente 45 y aproximadamente 55°C, preferiblemente entre aproximadamente 50 y aproximadamente
55°C, lo mas preferiblemente a aproximadamente 53, 54 o 55°C.

Puesto que el calor se produce muy localmente (a escala nanométrica), podrian alcanzarse temperaturas
relativamente altas localmente durante el tratamiento.

Las temperaturas indicadas anteriormente son temperaturas alcanzadas en los tumor(es), el tejido tumoral y/o su
entorno. La temperatura en las células tumorales (concretamente, cerca de los magnetosomas internalizados) podria
ser mayor.

Es un objeto de la presente descripcion un método para la destruccion parcial o total de células tumorales o de un
tumor. Las células tumorales pueden destruirse o perder su capacidad de multiplicarse indefinidamente cuando se
les aplica el tratamiento térmico descrito en esta invencion. Puesto que las células tumorales son mas sensibles al
calor que las células sanas (véase, por ejemplo: Overgaard et al., Cancer, 1977, 39, 2637-2646), la termoterapia
descrita en esta divulgacion podria destruir selectivamente células tumorales.

El tratamiento es un tratamiento térmico que induce la destruccion parcial o total de las células tumorales y/o del (de
los) tumor(es). El tratamiento térmico se genera por la aplicacién de un campo magnético alterno. Este campo
magnético induce la produccién de calor por las cadenas de magnetosomas (encapsuladas o no en una vesicula).

En una realizacion, el campo magnético alterno aplicado durante el tratamiento se caracteriza por una frecuencia
que se encuentra entre aproximadamente 50 y aproximadamente 1000 kHz, preferiblemente entre aproximadamente
100 y aproximadamente 500 kHz, mas preferiblemente entre aproximadamente 100 y aproximadamente 200 kHz.

En otra realizacion, el campo magnético se caracteriza por una fuerza que se encuentra entre aproximadamente 0,1
y aproximadamente 200 mT, preferiblemente entre aproximadamente 1 y aproximadamente 100 mT, mas
preferiblemente entre aproximadamente 10 y aproximadamente 60 mT, tipicamente entre aproximadamente 10 y
aproximadamente 50 mT.

El valor maximo de fuerza del campo magnético se determina por el valor al que se vuelve téxico para el organismo
(concretamente, esencialmente cuando genera corrientes de Foucauld). Puede ser posible usar campos magnéticos
de fuerzas mayores de 200 mT en la terapia si se muestra que no son toxicos.

En otra realizacion, el tratamiento se caracteriza por el periodo de tiempo durante el cual se aplica el campo
magnético. Este periodo de tiempo puede estar entre aproximadamente 1 segundo y aproximadamente 6 horas,
preferiblemente entre aproximadamente 1 minuto y aproximadamente 1 hora, lo mas preferiblemente entre 1 minuto
y 30 minutos.

Se aplica preferiblemente el tratamiento térmico a pacientes anestesiados. Por lo tanto, el tiempo durante el cual se
lleva a cabo el tratamiento puede ser menor o igual al periodo de tiempo de la anestesia. Por tanto, un tratamiento
térmico puede llevarse a cabo potencialmente durante mas de 6 horas, por ejemplo si el paciente se anestesia
durante mas de 6 horas.

En ofra realizacion, el tratamiento se caracteriza por la cantidad de magnetosomas usados durante la terapia. Esta
cantidad de magnetosomas esta relacionada con la cantidad de 6xido de hierro contenida en la suspension de
cadenas de magnetosomas. Esta cantidad se estima midiendo la cantidad de 6xido de hierro presente en la
suspension de cadenas de magnetosomas que se inyecta. Se encuentra entre aproximadamente 0,001 mg y
aproximadamente 100 mg de 6xido de hierro, preferiblemente entre aproximadamente 0,01 y aproximadamente 100
mg de oOxido de hierro, mas preferiblemente entre aproximadamente 0,01 y aproximadamente 10 mg de 6xido de
hierro, mas preferiblemente entre 0,1 y 10 mg de éxido de hierro, tipicamente entre 0,1 y 1 mg de éxido de hierro. La
cantidad de magnetosomas que tienen que inyectarse depende esencialmente del volumen del tumor tratado, de la
temperatura requerida durante el tratamiento y del método de inyeccién. Un volumen tumoral alto y una temperatura
tumoral alta requieren administrar una alta cantidad de magnetosomas. Ademas, si los magnetosomas se
administran por via intravenosa (o de otro modo desde el exterior de la(s) localizacion(es) del tumor, podrian
necesitarse mas cadenas de magnetosomas que si se administran directamente en o cerca del (de los) tumor(es).
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En otra realizacion, la administracion de las cadenas de magnetosomas puede llevarse a cabo a diferente velocidad
dependiendo del (de los) tumor(es) diana y de la concentraciéon de la suspension de cadenas de magnetosomas
administrada. Por ejemplo, la administracion de la suspensién de cadenas de magnetosomas directamente en
tumo(res) cerebral(es) podria requerir una velocidad de inyeccion mas lenta que la inyeccion intravenosa o que una
inyeccion en un tumor localizado en la superficie cutanea. La inyeccion de una suspension mas concentrada de
cadenas de magnetosomas podria requerir una velocidad de inyeccién mas lenta que la de una suspension menos
concentrada de cadena de magnetosomas. La velocidad de inyeccion se encuentra preferiblemente entre 0,1 pl/min
y 1 1/min, mas preferiblemente entre 1 pl/min y 100 ml/min, lo mas preferiblemente entre 1 yl/min y 10 ml/min, en que
el volumen indicado es el volumen de la suspension de cadenas de magnetosomas administradas.

En otra realizacion, la concentracion de la suspension de cadenas de magnetosomas se encuentra tipicamente entre
1 pg/ml y 100 mg/ml, preferiblemente entre 10 ug/ml y 50 mg/ml, en que esta concentracion representa la cantidad
de oxido de hierro (de preferencia maghemita) contenida en la suspension. En ofra realizacion, las cadenas de
magnetosomas se mezclan con un disolvente que estabiliza las cadenas de magnetosomas. El pH de la suspension
puede ajustarse y/o pueden afadirse cationes y/o aniones a la suspension que contiene las cadenas de
magnetosomas para estabilizar esta suspension.

En ofra realizacion, se repite la administracion de las cadenas de magnetosomas al paciente. EI nimero de
repeticiones depende de la cantidad de magnetosomas que se administra de una vez. Si se administra de una vez
solo una pequefia cantidad de cadenas de magnetosomas, la etapa de administracion podria repetirse varias veces
hasta administrar la cantidad deseada de magnetosomas a un paciente.

En otra realizacion, se repite el tratamiento térmico iniciado por la aplicacién del campo magnético alterno. Los
tratamientos térmicos sucesivos aplicados después de la administraciéon de una cantidad dada de cadenas de
magnetosomas se denominan un ciclo térmico. La cantidad dada de magnetosomas usada para cada ciclo térmico
puede administrarse mediante una sola administracién o mediante varias administraciones sucesivas como se
explica anteriormente. Los diferentes tratamientos térmicos en un ciclo térmico se separan entre si por un tiempo de
reposo. El tiempo de reposo puede ser igual a 1 segundo o mayor de 1 segundo, preferiblemente igual a 1 minuto o
mayor de 1 minuto, mas preferiblemente igual a 10 minutos o mayor de 10 minutos, preferiblemente mayor o igual a
30 minutos.

En una realizacion, los diferentes tratamientos térmicos en un ciclo térmico se separan entre si por un tiempo de
reposo mayor de lo mencionado anteriormente. Este tiempo de reposo puede encontrarse entre aproximadamente 1
y 15 dias.

En una realizacion, el ciclo térmico se repite de 1 a 648.000 veces, en particular de 1 a 1.000 veces, mas
particularmente de 1 a 100 veces, tipicamente de 1 a 10 veces. El tasa de repeticién maxima de 648.000 veces se
estima suponiendo que el tratamiento se lleva a cabo durante un tiempo muy corto, tipicamente de
aproximadamente 1 segundo, durante 15 dias con un tiempo de descanso muy corto, tipicamente de
aproximadamente 1 segundo de tiempo de reposo que separa cada tratamiento. El nimero de repeticiones del
tratamiento depende del periodo de tiempo del tratamiento. De preferencia, cuanto mas largo es el tratamiento
menos repeticiones necesita a condicion que los otros parametros de la terapia (tales como la fuerza o frecuencia
del campo magnético aplicado) sean fijos.

Segun la invencién, una cesion incluye las secuencias de administrar una cantidad dada de cadenas de
magnetosomas a un paciente y la generacion de calor mediante la aplicacion del campo magnético (asi como otras
secuencias opcionales como se describen a continuacion en la presente memoria). Pueden llevarse a cabo
diferentes cesiones en el mismo paciente. Estas cesiones pueden separarse entre si por un periodo de tiempo que
sea suficientemente largo. Este periodo de tiempo puede ser igual a 1 dia o mayor de 1 dia, preferiblemente igual a
15 dias o mayor de 15 dias, mas preferiblemente igual a 1 mes o mayor de 1 mes.

Para optimizar la eficacia de la termoterapia, necesitan ajustarse los siguientes parametros, concretamente la
cantidad de cadenas de magnetosomas usadas durante la terapia, la frecuencia y/o fuerza del campo magnético
aplicado, el periodo de tiempo del tratamiento, el nimero de veces que se repite el tratamiento durante una “cesion”
y el numero de “cesiones”. Estos parametros pueden depender de propiedades especificas del tumor diana,
concretamente por ejemplo de su tamanfo, resistencia a la termoterapia y viscosidad. Para un tumor con un gran
volumen y/o alta resistencia a la temperatura y/o alta viscosidad, podria considerarse aumentar la cantidad de
magnetosomas inyectados y/o la fuerza/frecuencia del campo magnético aplicado y/o el numero de repeticiones del
tratamiento. En este caso, podria considerarse también encapsular los magnetosomas bacterianos en una vesicula
para favorecer la produccion de calor. En una realizacion, los parametros de la termoterapia se ajustan para
optimizar la eficacia del tratamiento del tumor para tratar.

En aun ofra realizacion, los valores de estos parametros dependen también del nimero de tumores y de la presencia
de metastasis que tienen que tratarse. Para un paciente en estado de cancer avanzado, concretamente con
metastasis y/o un nimero importante de tumores, la cantidad de cadenas de magnetosomas necesarias sera mayor
que para un solo tumor. En lugar de aumentar la cantidad de magnetosomas, podria considerarse también aumentar
el periodo de tiempo del tratamiento, la fuerza del campo magnético aplicado durante el tratamiento (para alcanzar
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mayores temperaturas) o el nimero de veces que se repite el tratamiento.

El tratamiento pretende tratar canceres, mas preferiblemente tumores sdlidos. Los ejemplos de canceres que
pueden tratarse con este tipo de termoterapia incluyen cancer de prostata (Kawai et al., Prostate, 2008, 68, 784-
792), cancer esofagico, cancer pancreatico, cancer de mama (Kikumori et al., Breast Cancer Res. Treat., 2009, 113,
435441), cancer de cerebro (Thiesen et al., Int. J. Hyperthermia, 2008, 24, 467-474) y cancer cutaneo (lto et al.,
Cancer Sci., 2003, 94, 308-313).

Es otro objeto de la invencion un método en el que las bacterias magnetotacticas se cultivan en un medio de
crecimiento que contiene al menos una fuente de hierro, tal como una solucion de quinato de hierro, y un agente
quelante como se define en la misma. Como ejemplo, el medio de crecimiento contiene los ingredientes
mencionados en el ejemplo 1. Estos aditivos producen en condiciones especificas un aumento de los tamafios de
los magnetosomas y/o de la longitud de las cadenas de magnetosomas. Por consiguiente, potencian la capacidad de
calentamiento de las cadenas de magnetosomas cuando se exponen a un campo magnético alterno.

Se da a conocer también un método para la produccidon de cadenas de magnetosomas, en el que las bacterias
magnetotacticas se cultivan en un medio de crecimiento que contiene el medio de crecimiento estandar de bacterias
magnetotacticas, tal como se describe en el ejemplo 1 para la especie AMB-1, y un aditivo que es un metal de
transicion, tal como por ejemplo cobalto, niquel, cobre, cinc, manganeso, cromo o una mezcla de dos o mas de estos
metales.

En este método dado a conocer, se lleva a cabo el dopaje de los magnetosomas con un metal de transicion, p.ej.
cobalto, afiadiendo una disolucién de metal de transicién (p.ej. cobalto) de aproximadamente 0,1 pM a
aproximadamente 1 mM, preferiblemente de aproximadamente 1 uM a 100 puM, mas preferiblemente de
aproximadamente 2 pM a aproximadamente 20 pM al medio de crecimiento de las bacterias magnetotacticas. Dicha
disolucién podria ser, por ejemplo, una disolucién de quinato de cobalto afiadida al medio de crecimiento estandar
de las bacterias magnetotacticas, p.ej. de la especie AMB-1 (ATCC 70027), siguiendo el mismo método que se usa
por Staniland et al. (S. Staniland et al., Nature Nanotech. 2008, 3, 158-162). Las bacterias magnetotacticas
sintetizadas en presencia de cobalto, p.ej. quinato de cobalto u otro metal de transicidon, poseen propiedades
magnéticas mejoradas incluso cuando el porcentaje de dopaje de cobalto es menor del 2 % (S. Staniland et al.,
Nature Nanotech., 2008, 3, 158-162). En el estudio anterior de Staniland et al., se observo el cambio de las
propiedades magnéticas en presencia de cobalto para las bacterias magnetotacticas enteras y no para las cadenas
de magnetosomas extraidas de las bacterias magnetotacticas. La mejora de las propiedades magnéticas de los
magnetosomas dopados con Co dispuestos en cadenas y extraidos de las bacterias magnetotacticas, suministrando
una capacidad de calentamiento mejorada, es una contribucidon de esta invencién. Para nanoparticulas sintetizadas
quimicamente, es habitualmente necesario un porcentaje de dopaje de Co mayor de aproximadamente un 10 %
para observar cambios grandes de las propiedades magnéticas (A. Franco et al., J. Mag. Mag. Mat., 2008, 320, 709-
713; R. Tackett et al., J. Mag. Mag Mat., 2008, 320, 2755-2759). Esto indica que los magnetosomas dopados con Co
podrian mejorar la capacidad de calentamiento en comparacion con magnetosomas no dopados incluso para un
bajo porcentaje de dopaje de cobalto.

En el método para la produccién de cadenas de magnetosomas de la invencion, se cultivan las bacterias
magnetotacticas en presencia de un agente quelante. Sin estar explicado totalmente por la teoria, se cree que los
agentes quelantes se unen a los cationes derivados de hierro o cualquiera de los otros metales de transicion usados
como aditivos, y por consiguiente mejoran la penetracion del hierro y/u otro metal de transicién en las bacterias
magnetotacticas. Este proceso suministra magnetosomas con propiedades de calentamiento mejoradas.

En una realizacioén, se afiade al medio de crecimiento una suspensién que contiene de aproximadamente 0,02 uM a
1 mM, preferiblemente de 0,02 uM a 400 uM, preferiblemente de 0,02 uM a 200 uM, preferiblemente de 1 uM a 100
MM, lo mas preferiblemente de 2 uM a 20 uM, de un agente quelante de hierro.

En una realizacion, el agente quelante es una molécula que contiene uno o varios grupos funcionales de acido
carboxilico tales como ALA (acido a-lipoico), calceina, carboxifluoresceina, deferasirox, acido dipicolinico, DTPA
(acido dietilentriaminopentaacético, EDTA (acido etilendiamonotetraacético), acido félico o vitamina B9, acido lactico,
rodamina B, carboximetildextrano (polimeros), acido dipicolinico o acido oxalico, acido citrico o grupos funcionales
citrato, tales como BAPTA (acido aminofenoxietanotetraacético), CDTA (acido ciclohexano-1,2-diaminotetraacético),
EDDHMA (acido etilendiaminodi-(o-hidroxi-p-metilfenil)acético), CaNax-EDTA, EDTCA (acido
etilendiaminotetraacético mas Cetavlon, un tensioactivo de amonio), EDDA (acido etilendiamino-N,N'-diacético),
EDDHA (acido etilendiamino-N, N"-bis(2-hidroxifenilacético), EGTA (acido etilenglicolbis(B-aminoetiléter)-N,N,N',N*-
tetraacético), HEDTA (acido N-(2-hidroxietil)etilenaminotriacético), HEEDTA (acido hidroxi-2-etilendiaminotriacético),
NTA (triacetato de nitrilo) o acido fendlico.

En otra realizacion, el agente quelante es una molécula que contiene uno o varios grupos funcionales alcohol, tales
como catecol o sus derivados, o uno o varios grupos funcionales aminoalcohol, tales como dopamina, deferiprona,
deferoxamina, desferrioxamina, o uno o varios grupos funcionales acido aminocarboxilico o cetona tales como
doxorubicina, cafeina, D-penicilamina, pirroloquinolina, HEIDA (acido hidroxietilimino-N, N-dietanoico).
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En una realizacion, el agente quelante es una molécula que contiene un grupo funcional fosfonato o acido fosfonico,
tal como AEPN (acido 2-aminoetilfosfonico), AMP (acido aminotris(metilenfosfonico)), ATMP (acido
aminotris(metilenfosfénico)), CEPA (acido 2-carboxietilfosfénico), DMMP (metilfosfonato de dimetilo), DTPMP (acido
dietilentriaminopenta(metilenfosfénico)), EDTMP (acido etilendiaminotetra(metilenfosfénico)), HEDP (acido 1-
hidroxietiliden-1,1-difosfénico), HDTMP (acido hexametilendiaminotetra(metilenfosfénico)), HPAA (acido 2-
hidroxifosfonocarboxilico), PBTC (acido fosfonobutanotricarboxilico), PMIDA (acido N-(fosfonometil)iminodiacético),
TDTMP (acido tetrametilendiaminotetra(metilenfosfénico)), ADP (acido adenosindifosférico) o 1-{12-[4-(difluoruro de
dipirrometenoboro)butanoillamino}dodecanoil-2-hidroxi-sn-glicero-3-fosfato, una sal de sodio del acido L-a-
fosfatidico o una sal de sodio de 1-palmitoil-2-(difluoruro de dipirrometenoboro)undecanoil-sn-glicero-3-fosfo-L-
serina).

En ofra realizacion, el agente quelante es una molécula que contiene un grupo funcional bis, tris o tetrafosfonato o
acido bis, tris o tetrafosfonico, tal como acido 1-hidroximetilenbisfosfénico, acido propanotrifosfénico, acido
(nitrilotris(metilen))trisfosfonico, (acido fosfinilidintris(metilen))trisfosfonico. Los ejemplos de acidos 1-
hidroximetilenbisfosfonicos incluyen acido alendrénico (Fosamax™), acido pamidrénico, acido zoledroénico, acido
risedronico, acido neridrénico, acido ibandrénico (Bondronat™), acido minodrénico y otros compuestos descritos en
la bibliografia (L. Wilder et al., J. Med. Chem., 2002, 45, 3721-3728; M. Neves, N. Med. Biol., 2002, 29, 329-338; H.
Shinoda et al., Calcif. Tissue Int., 1983, 35, 87-89; M. A. Merrel, Eur. J. Pharmacol., 2007, 570, 27-37). Para acido
neridrénico, acido alendrénico y acido residronico 0,4 uM o 4 uM introducidos en el medio de crecimiento bacteriano,
se ha observado en la presente memoria que el porcentaje de magnetosomas mayores de 45 nm se vuelve mayor
que para los magnetosomas sintetizados en ausencia de acido bisfosfonico. Las cadenas de magnetosomas
sintetizadas en estas condiciones poseen por consiguiente propiedades de calentamiento mejoradas.

En otra realizacion, el agente quelante es una molécula que contiene un grupo funcional sulfonato o acido sulfonico
o BAL (dimercaprol) tal como BPDS (disulfonato de batofenantrolina o 4,7-di(4-fenilsulfonato)-1,10-fenantrolina),
DMPS (sulfonato de dimercaptopropano o acido 2,3-dimercapto-1-propanosulfénico), sulforrodamina 101 o DMSA
(acido dimercaptosuccinico).

Son otros ejemplos de agentes quelantes ligandos polidentados, por ejemplo hemoglobina, clorofila, porfirina y
compuestos organicos que contienen anillos pirrélicos.

En otra realizacion, las bacterias magnetotacticas se cultivan en un medio de crecimiento que contiene tanto un
agente quelante como un metal de transicion.

En una realizacioén preferida, se usa cobalto como metal de transicion, usado preferiblemente en combinacién con un
agente quelante seleccionado de un acido bisfosfonico (acido neridronico, acido alendrénico o acido risedrénico),
rodamina o EDTA.

En la presente invencion, el tratamiento comprende las siguientes etapas de:
(i) proporcionar a un mamifero cadenas de magnetosomas;

(ii) opcionalmente, direccionar las cadenas de magnetosomas hacia el tejido, tumor(es) y/o células tumorales
para tratar;

(iii) opcionalmente, detectar las cadenas de magnetosomas en el tejido, tumor(es) y/o células tumorales para
tratar;

(iv) calentar mediante la aplicacién de un campo magnético alterno;

(v) opcionalmente, retirar las cadenas de magnetosomas del tejido, tumor(es), células tumorales y/o del
cuerpo.

En todas las siguientes realizaciones y realizaciones preferidas, las cadenas de magnetosomas puede encapsularse
en una vesicula o no.

Las etapas (iii) y (iv) podrian llevarse a cabo también en cualquier orden, por ejemplo:
- etapa (jii) y después etapa (iv); o

- etapa (iv) y después etapa (iii).

Las etapas (ii), (iii) y (iv) podrian llevarse a cabo simultanea o consecutivamente.

Las etapas (i) y (iv) podrian llevarse a cabo simultaneamente.

Las etapas (iii) y (iv) podrian llevarse a cabo simultaneamente.

Se entiende que mamifero significa cualquier mamifero, incluyendo también seres humanos.
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En una realizacion, las cadenas de magnetosomas de la etapa (i) podrian ser cadenas de magnetosomas existentes
en el cuerpo, por ejemplo aquellas permanecientes después de un primer ciclo de tratamiento.

En otra realizacion, la etapa (i) podia estar precedida por una etapa (i’) de administracion de las cadenas de
magnetosomas a un mamifero.

En una realizacion, se lleva a cabo la etapa (i’) de tal modo que las cadenas de magnetosomas se administren lejos
de las células o tejido para tratar. Por ejemplo, se inyectan por via intravenosa en la sangre o se administran en otro
organo que el que contiene el tumor.

En una realizacion, se lleva a cabo la etapa (i’) de tal modo que las cadenas de magnetosomas se administren cerca
de las células o tejidos para tratar.

En aun otra realizacion, se lleva a cabo la etapa (i’) de tal modo que las cadenas de magnetosomas se administren a
las células y/o tumor(es) para tratar.

La distancia entre la zona de administracion de la suspensién de cadenas de magnetosomas y la localizacién del
tumor puede variar dependiendo de si es posible o no inyectar directamente los magnetosomas en el (los) tumor(es).
Por ejemplo, el (los) tumores podrian localizarse demasiado cerca de un 6rgano vital. En este caso, la inyeccion
directa de las cadenas de magnetosomas en el (los) tumor(es) no seria posible.

El tratamiento puede contener también una segunda etapa de direccionamiento hacia las células tumorales o
tumor(es) para tratar. Esta etapa es particularmente importante si la administracion de las cadenas de
magnetosomas (encapsuladas en una vesicula o no) no se lleva a cabo directamente en el tumor. Este es a menudo
el caso cuando el tipo de inyeccion elegida es intravenoso. El objetivo de la etapa de direccionamiento es colocar las
cadenas de magnetosomas en el entorno de las células tumorales y/o del (de los) tumor(es) y/o en las células
tumorales y/o tumor(es).

En una realizacion, se lleva a cabo la etapa de direccionamiento usando un campo magnético que guia las cadenas
de magnetosomas (encapsuladas o no en una vesicula) al entorno de las células tumorales y/o el (los) tumor(es) y/o
a las células tumorales y/o tumor(es). Este tipo de direccionamiento se designa como direccionamiento magnético.

En adn ofra realizacion, pueden seguirse dos enfoques diferentes para guiar las cadenas de magnetosomas
magnéticamente al entorno del (de los) tumor(es) y/o al (a los) tumor(es) mismo(s). Por un lado, se aplica un campo
magnético fuera del cuerpo de un paciente y se ajusta su orientacion para posibilitar que las cadenas de
magnetosomas sigan el camino correcto hasta que alcanzan la localizacion del tumor. Este tipo de direccionamiento
magnético se designa como direccionamiento “activo” puesto que puede necesitarse cambiar y ajustar las
caracteristicas del campo magnético aplicado durante la etapa de direccionamiento. Podria usarse para esta etapa
de direccionamiento un instrumento de IRM adaptado en el que puedan orientarse el paciente o el campo magnético
en cualquier direccién. Por otro lado, podria colocarse un iman cerca o en la localizacion del tumor para atraer las
cadenas de magnetosomas al tumor y/o al entorno del tumor. En este caso, el direccionamiento magnético seria
esencialmente pasivo (concretamente, se esperaria esencialmente a la acumulacion de las cadenas de
magnetosomas en el (los) tumor(es) y/o entorno del tumor).

En otra realizacion, se realiza la etapa de direccionamiento hacia el (los) tumor(es) ligando una molécula directora
biolégica y/o quimica que direcciona hacia el (los) tumor(es) las cadenas de magnetosomas o la vesicula que
contiene las cadenas de magnetosomas. Esta molécula directora es tal que reconoce especificamente las células
tumorales. Este tipo de direccionamiento se designa como direccionamiento molecular.

En una realizacioén, esta molécula directora es un anticuerpo que reconoce especificamente las células tumorales.
En otra realizaciéon, se usa PEG o acido folico como molécula directora.

En una realizacion, se realiza el recubrimiento de la superficie de las cadenas de magnetosomas o de la vesicula
que contiene las cadenas de magnetosomas usando polietilenglicol PEG y/o acido folico, y/o un anticuerpo. La
presencia de estas moléculas puede no solo posibilitar direccionar hacia células especificas, sino también favorecer
la captacion intracelular y/o posibilitar evitar el reconocimiento de las cadenas de magnetosomas por macrofagos
(Allen et al., Trends in Pharmacological Sciences 1994, 15, 215-220; Blume et al., Biochim. Biophys. Acta 1990,
1029, 91-97; Gabizon et al., Biochim. et Biophys. Acta, 1992, 1103, 94-100; Zhang et al., Biomaterials 2002, 23,
1553-1561).

La etapa de direccionar el(los) tumor(es) podria realizarse usando una combinaciéon de ambas de las técnicas
mencionadas anteriormente

- direccionamiento magnético;
- direccionamiento molecular; o

- direccionamiento magnético y direccionamiento molecular.
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En una realizacion, el método de deteccion de los magnetosomas bacterianos en el organismo (concretamente, en
el tumor o en otra parte) usa IRM u otra técnica tal como fluorescencia. Dicha técnica se usa para verificar que las
cadenas de magnetosomas (encapsuladas en una vesicula o no) han alcanzado el sitio de interés antes de iniciar el
tratamiento inducido por calor y/o para verificar que las cadenas de magnetosomas estan en camino para
direccionarse hacia el tumor y/o para verificar que se eliminan apropiadamente y/o para verificar que se han
administrado exitosamente.

En una realizacion muy interesante, el campo magnético, y especialmente el campo magnético usado para el
calentamiento, se usa para internalizar o mejorar la internalizacion de las cadenas de magnetosomas en las células
tumorales.

También es posible, cuando las cadenas de magnetosomas estan en el tumor o en las células tumorales, usar el
campo magnético como “enfoque final” para ajustar la posicion de las cadenas de magnetosomas (encapsuladas en
una vesicula o no) en el tumor para alcanzar la eficacia de calentamiento y/o actividad antitumoral maxima durante
el tratamiento inducido por calor.

En aun otra realizacion, se detectan las cadenas de magnetosomas (encapsuladas en una vesicula o no) por IRM.
Se ha demostrado la deteccion de bacterias magnetotacticas enteras por IRM (R. Benoit et al., Clin. Cancer. Res.
2009, 15, 5170-5177). Esta realizacion se refiere a la deteccion de las cadenas de magnetosomas.

En una realizacién, se usan las cadenas de magnetosomas como agentes de contraste que pueden detectarse
facilmente por IRM debido a sus propiedades especificas (composicion de 6xido de hierro y/o buena cristalinidad).

En audn otra realizacion, se detectan las cadenas de magnetosomas usando una técnica de deteccion de
fluorescencia. En este caso, se modifican las cadenas de magnetosomas mediante la presencia de una molécula
fluorescente o marcador fluorescente, que se coloca en la superficie y/o cerca de la superficie y/o en uno o varios de
los magnetosomas bacterianos pertenecientes a las cadenas de magnetosomas. Dicha molécula fluorescente podria
ser rodamina, calceina, fluorosceina, bromuro de etidio, proteina fluorescente verde o amarilla, cumarina, cianina o
derivados de estas moléculas enumeradas.

En otra realizacion, las moléculas fluorescentes se colocan en los magnetosomas, en su superficie o cerca de su
superficie, cultivando las bacterias magnetotacticas en presencia de estas moléculas fluorescentes. Por ejemplo, se
obtienen magnetosomas fluorescentes cultivando las bacterias magnetotacticas en presencia de una solucion
aproximadamente 0,1 uM a aproximadamente 1 mM de moléculas fluorescentes. Pueden obtenerse magnetosomas
fluorescentes, por ejemplo, cultivando las bacterias magnetotacticas en presencia de una solucién aproximadamente
40 uM a aproximadamente 400 de rodamina.

En ofra realizacion, las moléculas fluorescentes se unen a las cadenas de magnetosomas. Esto puede hacerse
ligando quimicamente las moléculas fluorescentes a la superficie de los magnetosomas.

En adn otra realizacion, los magnetosomas tienen moléculas fluorescentes unidas en su superficie y contenidas
dentro de ellos. Esto puede obtenerse usando ambas de las técnicas mencionadas anteriormente para producir los
magnetosomas fluorescentes.

En aun otra realizacion, la vesicula que contiene los magnetosomas bacterianos se vuelve fluorescente ligando una
molécula fluorescente a la superficie de la vesicula.

En una realizacién, se excita y detecta la fluorescencia de las cadenas de magnetosomas usando un esquema de
excitacion/deteccion tal que esta colocado fuera del organismo. Este tipo de esquema de excitacion/deteccion se
usaria si el tumor estuviera localizado cerca de la superficie cutanea. Por ejemplo, podria colocarse una fibra 6ptica
justo por encima del tumor cerca de la superficie cutanea para excitar los magnetosomas modificados y recoger la
luz emitida por ellos.

En otra realizacion, se lleva a cabo la excitacion y/o deteccion de los magnetosomas modificados insertando en el
organismo una pieza de equipo (tal como una fibra 6ptica) que alcance el tumor y/o el entorno tumoral y que sea
capaz de excitar y/o detectar la fluorescencia de los magnetosomas modificados.

En una realizacion, la etapa (v) es una etapa de retirada de los magnetosomas del tejido, tumor(es), células
tumorales y/o del cuerpo. Se usa una técnica que guia las cadenas de magnetosomas fuera del organismo. Los
magnetosomas bacterianos se retiran directamente del (de los) tumor(es) (por ejemplo quirdrgicamente haciendo un
orificio que proporciona un camino para que los magnetosomas bacterianos dejen la localizacion del tumor y
alcancen el exterior del organismo). Los magnetosomas bacterianos podrian retirarse también de la localizacion del
tumor y llevarse hacia otros drganos tales como el higado para eliminarse del cuerpo.

En adn ofra realizacion, la técnica descrita en la realizacion anterior usa un campo magnético que lleva los
magnetosomas fuera del (de los) tumor(es) y del cuerpo.

En aun otra realizacion, se lleva a cabo la retirada de las cadenas de magnetosomas de la localizacién del tumor
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ajustando la superficie de carga de las cadenas de magnetosomas.
En aun ofra realizacion, las cadenas de magnetosomas estan cargadas negativamente.

En una realizacion, el fluoréforo es también un agente quelante y se usa como aditivo durante el crecimiento de las
bacterias magnetotacticas y la produccion de magnetosomas. En una realizacion preferida, se usa rodamina como
agente quelante y fluoréforo.

El tratamiento contiene entonces el tratamiento térmico per se como se describe anteriormente. Este tratamiento
posibilita por tanto un tratamiento localizado de tumores y/o células tumorales y minimiza la destruccion de células
sanas. Por lo tanto, proporciona una mejora en comparacion con la quimioterapia u otras técnicas de tratamiento del
cancer, que habitualmente no se direccionan hacia ni destruyen especificamente células tumorales.

En otra realizacion, se combina el tratamiento térmico con quimioterapia.

Dicha combinacién de dos tratamientos puede llevarse a cabo encapsulando las cadenas de magnetosomas en una
vesicula, preferiblemente una vesicula lipidica, en presencia de un principio activo que es una sustancia antitumoral
o anticancerosa. En este caso, los lipidos que forman las vesiculas se caracterizan por una temperatura de
transicion de fase (la temperatura a la que los lipidos que forman la vesicula pierden su organizacion bicapa) que se
encuentra entre 20 y 60°C. Se libera el principio activo en las células tumorales o en los tumores o en el entorno de
las células tumorales o en el entorno de los tumores calentando las cadenas de magnetosomas y por ello la vesicula
bajo la aplicacion de un campo magnético alterno.

Son también objeto de la presente invencion las vesiculas segun la invencién, especialmente vesiculas lipidicas que
contienen las cadenas de magnetosomas y posiblemente un principio activo segun la invencion.

También es posible llevar a cabo el tratamiento en combinacion con rayos X y/o radioterapia y/o quimioterapia y/o
operacion quirdrgica y/u otro tipo de tratamiento del cancer.

En una realizacion, se lleva a cabo una operacién quirirgica para retirar parcial o totalmente el (los) tumor(es) y/o el
entorno del (de los) tumor(es). Se administra la suspension de cadenas de magnetosomas a la cavidad que queda
después de la operacion quirtrgica y se inicia la termoterapia aplicando un campo magnético externo. En este caso,
se usa la termoterapia para destruir parte del (de los) tumor(es) que no pudieron retirarse durante la operacion
quirargica y/o para prevenir que el tumor crezca de nuevo después de la operacién quirurgica.

En aun otra realizacion, se crea una cavidad durante la operacidon quirdrgica en el tumor y/o entorno tumoral para
crear un entorno mas favorable para la produccion de calor por las cadenas de magnetosomas que el tejido tumoral
(concretamente por ejemplo, un entorno menos viscoso). En esta realizacién, se administran las cadenas de
magnetosomas a esta cavidad.

La invencion se refiere también al uso de cadenas de magnetosomas y/o de vesiculas que contienen las cadenas de
magnetosomas como se describen anteriormente como medio de calentamiento, especialmente de un tejido vivo o
células vivas in vivo.

La invencion se refiere también al uso de cadenas de magnetosomas (encapsuladas o no en una vesicula) como
farmaco, especialmente como farmaco para tratamiento antitumoral, especialmente para tratamiento térmico
antitumoral.

En una realizacion, se usan las cadenas de magnetosomas (encapsuladas en una vesicula o no) como farmaco que
posibilita el tratamiento de tumor(es) y/o células tumorales mediante un método de calentamiento.

En estos usos, la vesicula puede contener un principio activo que es, por ejemplo, un farmaco antitumoral.

En una realizacion, se usan las vesiculas que contienen las cadenas de magnetosomas, y opcionalmente el principio
activo, como farmaco que permite el tratamiento de las células tumorales o del tumor mediante un método de
calentamiento que induce la liberacién del principio activo.

En otra realizacion, se usan las cadenas de magnetosomas (encapsuladas en una vesicula o no) como farmaco
activado por un dispositivo médico, que es el campo magnético alterno.

La invencion se refiere también al uso de cadenas de magnetosomas y/o vesiculas que contienen cadenas de
magnetosomas y opcionalmente un principio activo como dispositivo médico, disefiado especificamente para el
tratamiento de tumor(es) y/o células tumorales.

En una realizacién, se usan las cadenas de magnetosomas (encapsuladas en una vesicula o no) como dispositivo
médico que posibilita el tratamiento magnético de tumores o células tumorales.

En una realizacién, se usan las cadenas de magnetosomas (encapsuladas en una vesicula o no) como dispositivo
médico que posibilita el calentamiento de tumores o células tumorales o su entorno.
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En una realizaciéon, se combinan las cadenas de magnetosomas o vesicula que contiene las cadenas de
magnetosomas con un principio activo y se usan como dispositivo médico que permite la provision de un principio
activo a los tumores, las células tumorales o su entorno.

Segun un rasgo, se hace uso de un dispositivo usado para inducir la excitacion magnética de las cadenas de
magnetosomas para completar el dispositivo médico.

La invencion se refiere también a un kit que contiene cadenas de magnetosomas (encapsuladas en una vesicula o
no) y un dispositivo que es capaz de generar un campo magnético con los rasgos requeridos para el tratamiento de
cancer o tumores inducido por calor.

En una realizacién, se usan las vesiculas pertenecientes al kit en combinacién con un principio activo que esta
encapsulado en las vesiculas.

La invencion se describira ahora con mas detalle usando los siguientes ejemplos no limitantes.
Descripcion de las figuras:

Figura 1: (a) Micrografia de microscopia electronica de transmision (MET) de una célula de Magnetospirillum
magneticum cepa AMB-1, en que las flechas indican la localizacion de las cadenas de magnetosomas; (b)
micrografia de MET de las cadenas de magnetosomas extraidas de las bacterias; (c) micrografia de MET de
magnetosomas individuales desprendidos de las cadenas; (d) micrografia de MET de nanoparticulas sintetizadas
quimicamente (SPION@citrato); (e) medida de la carga en la superficie de las cadenas de magnetosomas (CM) y
magnetosomas individuales (MI) en funcién del pH de la suspensién que contiene estos dos tipos de magnetosomas
bacterianos; (f) espectros infrarrojos de las cadenas de magnetosomas (CM) y magnetosomas individuales (MI).

Figura 2: (a) Variacion de la temperatura de una suspension de células bacterianas magnetotacticas intactas en
funcién del tiempo cuando se somete la suspension a un campo magnético alterno (CMA) de frecuencia 108 kHz y
amplitud de CMA de 23 mT. Las lineas corresponden a la suspension de células en agua (suspension) y en un gel
de agarosa al 2 % (gel), respectivamente; (b) lo mismo que en (a) para una amplitud de CMA de 88 mT; (c) bucles
de histéresis menor de las bacterias enteras medido a 23 mT (cuadrados) o 88 mT (histéresis); (d) tasa de absorcion
especifica (TAE) de una suspension de bacterias magnetotacticas contenidas en agua o en un gel en funcién de la
amplitud de CMA. Pérdidas por histéresis medidas a partir del area de los bucles de histéresis menor de una
suspension de bacterias magnetotacticas contenida en un gel; (e) representaciones en graficas de columnas del
TAE de las células intactas medido a 23 mT y 88 mT. Los recuadros representan la contribucion a los aumentos de
temperatura observados debido a las pérdidas por histéresis.

Figura 3: Propiedades de las cadenas de magnetosomas extraidas de células de Magnetospirillum magneticum cepa
AMB-1. (a) Aumentos de la temperatura de las cadenas de magnetosomas en funcién del tiempo en presencia de un
CMA de frecuencia 108 kHz y amplitud de CMA 23 mT. Las lineas indican la tasa de calentamiento de las cadenas
de magnetosomas suspendidas en agua (solucién) o en gel de agarosa al 2 % (gel) respectivamente; (b) lo mismo
que en (a) para una amplitud de CMA de 88 mT; (c) bucles de histéresis menor de cadenas de magnetosomas a 23
mT (cuadrados) y 88 mT (linea; (d) TAE medida a partir de la pendiente a 22°C de la tasa de calentamiento de las
cadenas de magnetosomas suspendidas en agua (suspension) o en un gel (gel) en funcién de la amplitud del CMA.
Pérdidas de histéresis medidas a partir del area de los bucles de histéresis menor de una suspension de cadenas de
magnetosomas contenidas en un gel (histéresis); (e) representaciones en graficas de columnas de la TAE de las
cadenas de magnetosomas medida a 23 mT y 88 mT. Los recuadros representan la contribucion a los aumentos de
temperatura observados resultantes de las pérdidas por histéresis y la rotacion de las cadenas de magnetosomas,
respectivamente.

Figura 4: Propiedades de los magnetosomas individuales extraidos de células de Magnetospirillumm magneticum
cepa AMB-1 y tratados adicionalmente con SDS y calor. (a) Aumento de la temperatura de magnetosomas
individuales en funcion del tiempo cuando se aplica una CMA de frecuencia 108 kHz y amplitud 23 mT. Las lineas
indican las variaciones de temperatura de los magnetosomas individuales suspendidos en agua (suspensién) o en
un gel de agarosa al 2 % (gel), respectivamente; (b) lo mismo que en (a) para una amplitud de CMA de 88 mT; (c):
bucles de histéresis menor de magnetosomas individuales medidos a 23 mT (cuadrados) y 88 mT (linea), (d) TAE
medida a partir de la pendiente a 22°C de la tasa de calentamiento de los magnetosomas individuales contenidos en
agua (suspension) o en un gel (gel) en funcién de la amplitud del CMA. Pérdidas por histéresis medidas a partir del
area de los bucles de histéresis menor de los magnetosomas individuales contenidos en un gel (histéresis); (e):
representaciones en graficas de columnas de la TAE de magnetosomas individuales medida a 23 y 88 mT. Los
recuadros representan contribuciones a los aumentos observados de temperatura debido a las pérdidas por
histéresis y la rotacion de los magnetosomas individuales, respectivamente.

Figura 5: (a-c): Propiedades de las cadenas de magnetosomas extraidas de bacterias magnetotacticas que se han
sintetizado en ausencia de agentes quelantes y/o metales de transicion distintos de hierro. Histogramas que
muestran la distribucion de los tamafios de magnetosoma (a) y las longitudes de cadena de magnetosomas (b) de
este tipo de magnetosomas. (c) Variacion con el tiempo de la temperatura de una suspension de este tipo de
magnetosomas que contiene 406 ug/ml de maghemita cuando se expone esta suspension a un campo magnético
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alterno de frecuencia 183 kHz y una fuerza de campo magnético de 43 u 80 mT. (d-f): Propiedades de las cadenas
de magnetosomas extraidas de bacterias magnetotacticas que se han sintetizado en presencia de EDTA 0,4 pM.
Histogramas que muestran la distribucion de los tamafios de magnetosoma (d) y las longitudes de cadena de
magnetosomas (e) de este tipo de magnetosomas. (f) Variacion con el tiempo de la temperatura de una suspension
que contiene este tipo de magnetosomas con una concentracion de 406 pug/ml de maghemita cuando se expone esta
suspension a un campo magnético alterno de frecuencia 183 kHz y fuerza de campo magnético de 43 u 80 mT.

Figura 6: (a) Variacion en funcion del tiempo de la temperatura de varias suspensiones que contienen diferentes
tipos de cadenas de magnetosomas sintetizados en presencia de diferentes agentes quelantes (EDTA 4 pM,
rodamina B 4 yM, dopamina 4 yM, alendronato 4 uM) y 406 ug de maghemita por mililitro cuando se someten estas
suspensiones a un campo magnético alterno de frecuencia 183 kHz y fuerza de campo de 43 u 80 mT. (b) Variacion
en funcion del tiempo de la temperatura de dos suspensiones que contienen magnetosomas no dopados y dopados
con Co organizados en cadenas. La concentracion de estas suspensiones es de 1,52 mg/ml y se exponen a un
campo magnético alterno de frecuencia 183 kHz y fuerza de campo de 80 mT.

Figura 7: Propiedades de células MDA-MB-231 suspendidas incubadas en ausencia o en presencia de cadenas
extraidas de magnetosomas de diversas concentraciones (0,125 mg/ml < Cyre203 < 1 mg/ml, en que Cyre203
representa la concentracion de maghemita de las suspensiones) y expuestas a un campo magnético alterno de
frecuencia 183 kHz y diversas fuerzas (0 mT < B < 60 mT, en que B representa la fuerza del campo magnético
aplicado). (a): Porcentaje de células vivas MDA-MB-231 en funcién de la fuerza de campo magnético para una
incubacion de suspensiones de cadenas de magnetosomas de diversas concentraciones. (b)-(d): Variaciones de
temperatura de suspensiones que contienen células MDA-MB-231 incubadas en ausencia o en presencia de
cadenas de magnetosomas de diversas concentraciones (0,125 mg/ml < Cyre203 < 1 mg/ml) cuando se aplica a estas
suspensiones un campo magnético alterno de B =20 mT, (b), B= 43 mT, (c), o B =60 mT, (d).

Figura 8: (a)-(c): Porcentaje de células vivas adherentes MDA-MB-231 en funcion de la fuerza del campo magnético
(0 mT < B <60 mT), que se aplica una vez durante 20 minutos. Se incuban las células durante 24 horas, D1, (a), 48
horas, D2, (b) o 72 horas, D3, (c) en ausencia o en presencia de las cadenas extraidas de magnetosomas de
diversas concentraciones (0,125 mg/ml < Cyrez0s < 1 mg/ml). (d): Porcentaje de células vivas adherentes MDA-MB-
231 en funcion de la fuerza de campo magnético (0 mT < B < 60 mT), que se aplica dos veces durante 20 minutos.
Se incuban las células durante 72 horas en ausencia o en presencia de las cadenas de magnetosomas extraidas de
diversas concentraciones (0,125 mg/ml < Cyre203 < 1 mg/ml).

Figura 9: (a-c) Porcentaje de inhibicién de células MDA-MB-231 incubadas en presencia de cuatro suspensiones
diferentes que contienen cadenas de magnetosomas (CM), magnetosomas individuales (MI), SPION cubiertas por
iones de citrato (SPION@citrato) o SPION cubiertas por moléculas de PEG (SPION@PEG) en funcion de la
concentracion de maghemita de estas cuatro suspensiones. (d) Porcentaje de células que se vuelven magnéticas en
funcién del tiempo de incubacién cuando se incuban las cuatro suspensiones mencionadas anteriormente (0,125
mg/ml < Cyre20s < 1 mg/ml) en presencia de células MDA-MB-231 y se aplica un campo magnético alterno de 183
kHz y una fuerza de 43 mT.

Figura 10: (a) Configuracion experimental usada para tratar ratones. Contiene una fuente de alimentacion EasyHeat
de 10 kW de Ambrell, Soultz, Francia, equipada con una bobina de 6,7 cm de diametro en que se aplica un CMA de
diversas fuerzas (variables de 20 a 80 mT). Se coloca un raton dentro de la bobina para tratamiento. (b) Diagrama
esquematico que muestra el tumor calentado y la posicién a lo largo del tumor, que se registra durante las medidas
infrarrojas de la temperatura. (c)-(f): Estudio de ratones tratados con suspensiones de magnetosomas individuales
(ratones 1 a 4). (c) Variaciones de las temperaturas tumoral y rectal cuando se aplica el campo magnético durante el
tratamiento. Estas temperaturas se promedian entre los diferentes ratones tratados (ratones 1 a 3); (d) para un ratén
que muestra un comportamiento tipico, distribucion de temperatura medida a lo largo del tumor tratado 10 min
después de iniciar el tratamiento; (e) variacion del volumen tumoral normalizado para el tumor en que se ha
inyectado la suspension de magnetosomas individuales (ratones 1 a 3). Se normalizan los volimenes de los tumores
al volumen del tumor en el momento del tratamiento; (f) lo mismo que en (e) para el denominado tumor de control en
que se ha inyectado solo PBS. En el raton 4, se inyectd la suspension de magnetosomas individuales, pero no se
aplicé campo magnético.

Figura 11: Estudio de los ratones tratados con magnetosomas individuales (ratones 1 a 4). (a) Fotografias del tumor
tratado en el ratén 1 justo después del tratamiento (D0), 14 dias después del tratamiento (D14) o 30 dias después
del tratamiento (D30). (b) Micrografia de un tejido tumoral recogido 30 dias después del tratamiento en el ratén 2; (c)
ampliacion de una region de (b) que muestra la presencia de magnetosomas bacterianos (color azul o contraste
oscuro); (d) ampliacion de una region de (c) que muestra agregados de magnetosomas.

Figura 12: Estudio de los ratones tratados con suspensiones que contienen cadenas de magnetosomas (ratones 5 a
9). (a) Variaciones de las temperaturas tumoral y rectal cuando se aplica el campo magnético durante el tratamiento
(ratones 5 a 8). La temperatura se promedia entre los diferentes ratones (ratones 5 a 8); (b) para un ratén que
muestra un comportamiento tipico, distribucion de temperatura medida a lo largo del tumor tratado 10 min después
del inicio del tratamiento; (c) evolucion del volumen tumoral normalizado para el tumor en que se ha inyectado la
suspension que contiene las cadenas de magnetosomas. Se normaliza el volumen de tumor tratado al volumen de
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tumor en el momento de tratamiento; (d) lo mismo que en (c) para el tumor de control en que se ha inyectado solo
PBS. En el raton 9, se ha inyectado la suspension que contiene las cadenas de magnetosomas, pero no se ha
aplicado campo magnético al raton.

Figura 13: Estudio de los ratones tratados con suspensiones de cadenas de magnetosomas (ratones 5 a 9). (a)
Fotografias del tumor tratado en el raton 5 justo después del tratamiento (DO0), 14 dias después del tratamiento (D14)
y 30 dias después del tratamiento (D30). (b) Micrografia de un tejido tumoral recogido 30 dias después del
tratamiento en el ratéon 5, que muestra la presencia de magnetosomas bacterianos (color azul o contraste oscuro);
ampliacion de (b). (d) Ampliacién de (c) que muestra una célula con su nucleo rodeado por magnetosomas
bacterianos.

Figura 14: (a), (c), (e), (g): Variaciones de las temperaturas tumoral y rectal cuando se administran suspensiones que
contienen las cadenas estandares de magnetosomas (a), magnetosomas-EDTA (c), SPION@citrato (e) o
SPION@PEG (g) al tumor y se aplica el campo magnético alternativo de frecuencia 183 kHz y fuerza 43 mT durante
20 minutos. Se repite el tratamiento 3 veces con 1 dia de reposo entre los diferentes tratamientos. (b), (d), (), (h):
Variaciones del volumen tumoral normalizado (concretamente, el volumen tumoral medido del dia 2 al dia 30
después del tratamiento dividido entre el volumen tumoral medido durante el dia de tratamiento) durante los dias
siguientes al tratamiento para las cadenas estandares de magnetosomas (b), magnetosomas-EDTA, (d),
SPION@citrato (f) o SPION@PEG, (h). En (b), (d), (f) y (h), las barras de error son las desviaciones estandares
estimadas teniendo en cuenta el volumen tumoral normalizado de cada raton.

Figura 15: (a), (c), (e), (g): Fotografias de los ratones que mostraban la mejor actividad antitumoral 30 dias después
del tratamiento inducido por calor para el tratamiento llevado a cabo usando las cadenas estandares de
magnetosomas (a), magnetosomas-EDTA, (c), SPION@citrato (e) o SPION@PEG (g). (b), (d), (f), (h): Variaciones
del volumen tumoral normalizado durante los dias después del tratamiento para los ratones que muestran la mejor
actividad antitumoral y tratados con cadenas estandares de magnetosomas (b), magnetosomas-EDTA, (d),
SPION@citrato (f) y SPION@PEG (h).

Figura 16: Porcentaje de nanoparticulas en el tumor ((a), (c), (e), (g)) y en las heces ((b), (d), (f), (h)) en el momento
de inyeccion (DO0), 3 dias después de la inyeccion (D3), 6 dias después de la inyeccion (D6) y 14 dias después de la
inyeccion (D14) para la administracion intratumoral de suspensiones que contienen cualquiera de cadena de
magnetosomas (a), (b), magnetosomas individuales (c), (d), SPION@(citrato (e), (f) y SPION@PEG (g), (h).

Figura 17: Histogramas que muestran las distribuciones de tamafio de magnetosoma para bacterias magnetotacticas
sintetizadas en ausencia de acido bisfosfonico (a), en presencia de risedronato 4 yM (b) o en presencia de
alendronato 4 pM (c). Histogramas que muestran las distribuciones de longitud de cadena de magnetosomas para
bacterias magnetotacticas sintetizadas en ausencia de acido bisfosfonico (d), en presencia de risedronato 4 uM (e) o
en presencia de alendronato 4 uM (f). Variaciones de las temperaturas en funcién del tiempo cuando se aplica un
campo magnético alterno de fuerza 43 u 80 mT a una suspensién que contiene cadenas de magnetosomas
sintetizados en ausencia de acido bisfosfonico, (g), en presencia de risedronato 4 pM, (h) o en presencia de
alendronato 4 pM (i).

Figura 18. Para el raton tratado con SPION, evolucién de la temperatura y tamafios tumorales (ratones 10 a 13). (a)
Evolucion de las temperaturas tumoral y rectal durante el tratamiento. La temperatura se promedia entre los
diferentes ratones tratados (ratones 10 a 12); (b) para un ratén que muestra un comportamiento tipico, distribucién
de temperatura medida a lo largo del tumor tratado 10 min después del inicio del tratamiento; (c) evolucion del
volumen tumoral normalizado en que se ha inyectado la suspensién de SPION@citrato (ratones 10 a 13). Se
normaliza el volumen de tumor tratado al volumen de tumor en el momento del tratamiento; (d) lo mismo que en (c)
para el tumor de control en el que se ha inyectado solo PBS. En el ratén 14, se ha inyectado la disolucion de SPION,
pero no se ha aplicado campo magnético al raton.

Descripcion de los ejemplos
Ejemplo 1:
Preparacion de los diferentes tipos de particulas usadas como fuentes de calentamiento:

En este ejemplo, se describen los métodos segun los cuales se prepararon los diferentes tipos de particulas usadas
como fuentes de calentamiento. Estas particulas son particulas contenidas en bacterias magnetotacticas enteras,
cadenas de magnetosomas extraidas de bacterias magnetotacticas, magnetosomas individuales extraidos de
bacterias magnetotacticas y desprendidas de las cadenas por calor y tratamiento con SDS, nanoparticulas
superparamagnéticas de 6xido de hierro sintetizadas quimicamente cubiertas por iones de citrato (SPION@citrato) o
nanoparticulas sintetizadas quimicamente comercialmente disponibles cubiertas por moléculas de PEG
(SPION@PEG). Se adquirieron las SPION@PEG en la compafia alemana Micromod (nombre de producto:
Nanomag®-D-spio, numero de producto: 79-00-201).

Se usaron las SPION@citrato como nanoparticulas estandares porque poseen tamafios similares a la mayoria de
nanoparticulas usadas para hipertermia magnética (véase, por ejemplo: Johannsen et al., European Urology 2007,
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52, 1653-1662 o las demas referencias enumeradas al inicio de esta solicitud de patente) y un recubrimiento quimico
que estabiliza las nanoparticulas pero no deberia producir actividad antitumoral. Se usaron también las
SPION@PEG como nanoparticulas estandares, puesto que estan comercialmente disponibles y son iguales que
aquellas usadas por el grupo de DeNardo para llevar a cabo hipertermia magnética (véase, por ejemplo: De Nardo et
al., Clin. Cancer Res. 2005, 11, 7087s-7092s). Se compar6 la eficacia de las cadenas de magnetosomas en
termoterapia con la de estos dos estandares (SPION@citrato y SPION@PEG).

Se adquiri6 Magnetospirillum magneticum cepa AMB-1 en la ATCC (ATCC 700274). Se hicieron crecer
microanaerdébicamente las células a temperatura ambiente (~25°C) en cultivo liqguido en medio MSGM revisado
ligeramente modificado (medio ATCC 1653). En 1 litro, este medio de cultivo contiene 0,68 g de fosfato de potasio
monobasico, 0,85 g de succinato de sodio, 0,57 g de tartrato de sodio, 0,083 g de acetato de sodio, 225 pl de
resazurina al 0,2 %, 0,17 g de nitrato de sodio, 0,04 g de acido L-ascorbico, 2 ml de una disolucion de quinato de
hierro 10 mM, 10 ml de vitaminas de Woolf y 5 ml de minerales de Woolf. Se preparo la disolucion de quinato de
hierro disolviendo 0,19 g de acido quinico y 0,29 g de FeCl3.6H,O en 100 ml de agua destilada. La disolucion de
minerales de Woolf contenia en 1 | de agua destilada 0,5 g de acido nitrilotriacético (NTA, CsHgNOg), 1,5 g de sulfato
de magnesio HEPTA (MgS04:7H20), 1 g de cloruro de sodio, 0,5 g de sulfato de manganeso (MnSO4-H,0), 100 mg
de sulfato ferroso heptahidratado (FeSO4-7H20), 100 mg de nitrato de cobalto (CO(NOs3)2-7H20), 100 mg de cloruro
de calcio (CaCly), 100 mg de sulfato de cinc heptahidratado (ZnSO4-7H20), 10 mg de sulfato de cobre hidratado
(CuS04-5H,0), 10 mg de sulfato de aluminio y potasio dodecahidratado (AIK(SO4)-12H20), 10 mg de acido bodrico
(H3BOs3), 10 mg de molibdato de sodio (Na;MoQO4-2H,0), 2 mg de selenito de sodio (Na>SeO3), 10 mg de wolframato
de sodio dihidratado (Na;WO.:2H,0) y 20 mg de cloruro de niquel (NiCl>'6H20). Se prepard la disolucion de
vitaminas de Woolf disolviendo en 1 | de agua destilada 2,2 mg de acido félico (vitamina B9), 10,2 mg de piridoxina
(vitamina B6), 5,2 mg de riboflavina (vitamina B2), 2,2 mg de biotina (vitamina H o B7), 5,2 mg de tiamina (vitamina
B1), 5,2 mg de acido nicotinico (vitamina B3 o PP), 5,2 mg de acido pantoténico (vitamina B5), 0,4 mg de vitamina
B12, 5,2 mg de acido aminobenzoico, 5,2 mg de acido tidtico y 900 mg de fosfato de potasio. Se ajustd el pH del
medio de crecimiento a 6,85 usando una disolucion de hidréxido de sodio 5 M. Se recogieron las células como se
describe a continuacion en fase estacionaria. La fase estacionaria aparecié cuando el medio se redujo
completamente, indicado por un cambio en la coloracién del medio de crecimiento de rosa a incoloro.

Se prepararon tres tipos diferentes de muestras a partir de células enteras intactas de M. magneticum. Se recogieron
las células en fase estacionaria mediante centrifugacién a 8.000 rpm durante 15 min. Se desecho el sobrenadante
(medio de crecimiento gastado) y se resuspendieron las células en 3 ml de agua desionizada. Para suspensiones de
células enteras intactas, esta muestra no se traté mas. La micrografia de MET de la Figura 1(a) muestra una bacteria
magnetotactica AMB-1 tipica que contiene varias cadenas de magnetosomas.

Para extraer las cadenas de magnetosomas, se recentrifugdé 1 ml de suspension celular, se resuspendié en Tris-HCI
10 mM (pH 7,4) y se sometio entonces a sonicacion durante 120 min a 30 W para lisar las células que liberan las
cadenas de magnetosomas. Se ensayaron también tiempos de sonicacion de 60 y 180 min y posibilitaban extraer
las cadenas de magnetosomas a partir de las bacterias. Para un tiempo de sonicacién de menos de 60 min, no se
lisaron todas las bacterias magnetotacticas, mientras que para un tiempo de sonicacién de mas de 180 min, empezo
a observarse agregacion debido a la presencia de magnetosomas individuales agregados.

Después de la sonicacion, se separd magnéticamente la suspension de cadenas de magnetosomas disponiendo un
iman fuerte de neodimio (0,1-1 T) cerca del tubo conde se recogia el material magnético como sedimento. Se retird
el sobrenadante que contenia desechos celulares y otros materiales organicos. Se lavaron las cadenas de
magnetosomas 10 veces con un tampon TrisHCI 10 mM (pH 7,4) de este modo y se resuspendieron finalmente en
agua estéril desionizada. Se muestra una agrupacion tipica de cadenas de magnetosomas extraidas de bacterias
enteras en la micrografia de MET de la Figura 1(b). Se midi6 la carga superficial de las cadenas de magnetosomas
en funcién del pH usando medidas de dispersion dinamica de luz (NanoZetasizer, Malvern Instruments Ltd). A pH
fisiolégico, la Figura 1(e) muestra que la carga superficial de las cadenas de magnetosomas es negativa a -22 mV.
Se llevaron a cabo las medidas de infrarrojo usando un Nicolet 380 FT IR Thermo Electro. Se registré también el
espectro de absorcion infrarroja de una suspension de cadenas de magnetosomas. Mostré picos que surgen de los
grupos funcionales acido carboxilico, amina, amida y fosfato (P-O), revelando la presencia tanto de proteinas como
de fosfolipidos en la suspension de cadenas de magnetosomas. Este resultado sugiere que tanto la membrana que
rodea los magnetosomas como el filamento que une entre si los magnetosomas estan presentes en esta muestra (D.
Faivre et al., Chem. Rev., 2008, 108, 4875-4898).

Se obtuvieron magnetosomas individuales (concretamente, magnetosomas que no estan organizados en cadenas)
calentando la suspension de cadenas de magnetosomas durante 5 horas a 90°C en presencia de dodecilsulfato de
sodio (SDS) al 1 % en agua desionizada para retirar la mayoria del material bioldgico que rodea los magnetosomas,
concretamente la mayoria de la membrana de magnetosomas que rodea los magnetosomas y del citoesqueleto
responsable del alineamiento de los magnetosomas en cada cadena (D. Faivre, Chem. Rev., 2008, 108, 4875-4898).
Se lavaron los magnetosomas individuales como se describe para las cadenas de magnetosomas y se
resuspendieron en agua desionizada. La micrografia de MET de la Figura 1(c) muestra una agrupacion tipica de
magnetosomas individuales. Los magnetosomas individuales poseen diferentes propiedades que las cadenas de
magnetosomas. Forman una agrupacion agregada de nanoparticulas (Figura 1(c)). Poseen una carga superficial que
depende en gran medida de su nivel de agregacién. Cuando los magnetosomas individuales se someten a
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sonicacién y se dispersan en agua, poseen una carga superficial relativamente similar a las cadenas de
magnetosomas a pH 7. Sin embargo, cuando agregan, los magnetosomas individuales poseen una carga positiva
(10 mV a pH 7, Figura 1(e)). Los magnetosomas individuales estan rodeados por acido fosfolipidico (presencia del
pico P-O en el espectro de absorcién infrarrojo de la Figura 1(f)), pero no por proteinas (ausencia de amida en el
espectro de absorcion infrarroja de la Figura 1(f)), sugiriendo que el biomaterial que rodea los magnetosomas no se
ha retirado completamente, sino que se ha desnaturalizado suficientemente para suministrar magnetosomas
individuales no organizados en cadenas.

Se prepararon nanoparticulas sintetizadas quimicamente (SPION@citrato) siguiendo un protocolo descrito
anteriormente (Lalatonne et al., Phys. Rev. E, 2005, 71, 011404-1, 011404-10). Para preparar particulas de yFe;O3
no recubiertas, se afiadié en primer lugar una disolucion de base (dimetilamina) a una disolucion acuosa mlcelar de
dodecﬂsulfato ferroso (Fe(DS)2) y se mezclo. Las concentraciones finales de reactantes eran 1,3 x 102mol-I"y 8,5 x
10™ mol-I” para Fe(DS). y dimetilamina, respectivamente. Se agitd entonces vigorosamente la disoluciéon durante 2
horas a 28,5°C y se aislo del sobrenadante el precipitado resultante de nanocristales no recublertos por
centrifugacion. En la segunda etapa, se lavd el precipitado con una disolucion acida (HNOs, 107 moII ) hasta
alcanzar una disolucion de pH= 2. Se uso citrato de sodio disuelto en agua ([NazCsO7Hs] = 1,5 x 10 mol-I ) para
recubrir las nanoparticulas. Se sometid la disolucion a sonicacion durante 2 horas a 90°C y la adicién de acetona
indujo la precipitacion de nanocristales. Después de lavar con un gran exceso de acetona, se seco el precipitado al
aire. Se dispersaron finalmente en agua los nanocristales recubiertos con iones de citrato. El pH, que era
|n|C|aImente ~2, aumentd progresivamente hasta 7,4 afiadiendo disolucion de hidréxido de sodio NaOH (10
mmol-I"). Las SPION@citrato estan compuestas por maghemita y poseen un tamario medio de ~10 nm. Se muestra
en la Figura 1(d) una micrografia de MET de SPION@citrato.

Pueden obtenerse las propiedades detalladas de las SPION@PEG de la compafiia Micromod. Se indica en la hoja
de informacién (n° de producto: 79- 00 -201) proporcionada por Micromod que las SPION@PEG poseen una
magnetizacion de saturacion de 34 Am /kg, un tamafo de aproximadamente 20 nm, una polidispersidad de menos
de un 20 % y que son estables en tampdn acuoso para pH > 4.

Ejemplo 2:
Produccidn de calor por magnetosomas bacterianos expuestos a un campo magnético oscilante

En este ejemplo, se proporciona un estudio detallado de los mecanismos de produccién de calor por magnetosomas
biomineralizados por bacterias magnetotacticas. Los valores de frecuencia de campo magnético (108 kHz) y
amplitud de campo magnético (23 a 88 mT) usados para calentar las diferentes muestras se encuentran dentro del
intervalo de los parametros de campo magnético usados para llevar a cabo hipertermia de CMA (campo magnético
alterno) de alta frecuencia y alta amplitud (Ivkov et al., Clin. Cancer Res., 2005, 11, 7093s-7103s; De Nardo et al.,
Clin. Cancer Res., 2005, 11, 7087s-7092s; De Nardo et al., The J. Nucl. Med., 2007, 48, 437-444). Para hipertermia
por CMA, las frecuencias de campo magnético recomendadas se encuentran entre 50 kHz y 1 MHz, mientras que la
amplitud de campo magnético tiene que permanecer por debajo de 100 mT (Mornet et al., J. Mater. Chem., 2004,
14, 2161-2175). Se comparan las propiedades productoras de calor de los tres tipos diferentes de disposiciones de
magnetosomas (Alphandéry et al., J. Phys. Chem. C, 2008, 112, 12304-12309; Alphandéry et al., ACS Nano, 2009,
3, 1539-1547): 1) cadenas de magnetosomas contenidas en bacterias magnetotacticas AMB-1 intactas; 2) cadenas
de magnetosomas extraidas de las bacterias que retenian sus membranas de magnetosoma y 3) cristales de
magnetosomas individuales cuyas membranas de magnetosoma se han retirado en su mayor parte.

Es conocido que, para nanoparticulas ferromagnéticas grandes, existen dos mecanismos productores de calor
principales. El primero es debido a la rotacién fisica de nanoparticulas magnéticas en un campo magnético y el
segundo es el resultado de las pérdidas por histéresis (Hergt et al., IEEE Trans. Mag., 1998, 34, 3745-3754). Para
determinar cual de estos mecanismos es responsable de la producciéon de calor por los tres tipos diferentes de
disposiciones de magnetosomas mencionados anteriormente, se compararon las tasas de calentamiento de las
muestras en agua, donde es posible la rotacion de células y magnetosomas, con las presentes en un gel, cuya
rotacion esta inhibida. De este modo, puede determinarse la cantidad de calor generada por la rotaciéon de bacterias
0 magnetosomas y la que surge de las pérdidas por histéresis. Para verificar que el calor producido en el gel es
debido a pérdidas por histéresis, se midieron las pérdidas por histéresis independientemente usando medidas
magnéticas.

Materiales y métodos:

Se examinaron las muestras usando un microscopio electrénico de transmision JEOL modelo JEM 1011 (JEOL Ltd.,
Tokio) operativo a 100 kV. Se depositaron 5 pl de una disolucién que contenia 2 x 10" % en peso de magnetosomas
sobre una rejilla de cobre recubierta con carbono y se dejaron secar las rejillas antes del examen. Se usé la misma
cantidad relativa de magnetosomas para preparar todas las muestras, por tanto la agregacién en una muestra
particular no era el resultado de una diferencia en la concentracion de magnetosomas.

Se llevaron a cabo medidas magnéticas usando un magnetémetro de muestras vibratorio (VSM, Quantum Design,
San Diego, CA). Para las medidas magnéticas, se depositaron 25 pl de una suspension liquida de células
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bacterianas magnetotacticas, cadenas de magnetosomas o magnetosomas individuales que contenian 2:10° % en
peso de magnetosomas sobre un sustrato de silice. Se colocaron entonces las muestras dentro de una capsula
hecha de gelatina dura en direcciéon paralela a la del campo magnético. Se efectuaron tres tipos de medidas
magnéticas, aquellas de magnetizacion remanente de saturacion isotérmica (SIRM en inglés) y los bucles de
histéresis mayor o menor. Se usaron las medidas de SIRM para determinar la composicién de los magnetosomas
siguiendo un método similar al descrito anteriormente (Alphandéry et al., J. Phys. Chem. C, 2008, 112, 12304-
12309) y mostraron que la magnetita en los magnetosomas se habia oxidado casi completamente a maghemita.
Este resultado no era inesperado, ya que las suspensiones de material magnético no estaban recién preparadas y
era conocido que la magnetita de los magnetosomas se oxida con el tiempo (Chen ef al., Earth Planet. Sci. Lett.,
2005, 240, 790-802). Maghemita y magnetita tienen propiedades magnéticas muy similares a temperatura ambiente
(Alphandéry et al., J. Phys. Chem. C, 2008, 112, 12304-12309). El hecho de que la magnetita de los magnetosomas
se haya transformado en maghemita no cambia sustancialmente las conclusiones extraidas de este modelo, puesto
que maghemita y magnetita tienen propiedades magnéticas muy similares a temperatura ambiente (Alphandéry et
al., J. Phys. Chem. C, 2008, 112, 12304-12309). Se llevaron a cabo medidas de bucle de histéresis mayor a 300 K
para determinar la cantidad de maghemita contenida en las muestras. Esta ultima se determina dividiendo la
magnetizacion de saturacion de las muestras entre la magnetizacion de saturacion de la maghemita. Para
nanoparticulas tan grandes como los cristales de magnetosomas, la magnetizacion de saturacion es la del material
bruto (en este caso maghemita bruta). Finalmente, se llevaron a cabo las medidas de los bucles de histéresis menor
también registrando la magnetizacion de las muestras en funciéon de un campo magnético continuo que se aplica
entre -Ho y Ho, en que Hg es 23 mT, 36 mT, 66 mT u 88 mT.

Se llevaron a cabo estos experimentos con las bacterias enteras, cadenas de magnetosomas y magnetosomas
individuales suspendidos en agua desionizada ultrapura (18,6 MQ) o en gel de agarosa acuoso (al 2 % en peso). La
concentracion de maghemita era de 457 ug-ml'1 para la suspension liquida que contiene las células enteras, 435
ug-ml'1 para aquella que contiene las cadenas de magnetosomas y 380 ug-ml'1 para aquella que contiene los
magnetosomas individuales. Se vertieron 250 pl de cada una de estas suspensiones dentro de tubos de
polipropileno y se colocaron en el centro de una bobina productora de un campo magnético oscilante de frecuencia
108 kHz, fijandose la amplitud de campo a 23 mT, 36 mT, 66 mT u 88 mT. Para generar la corriente alterna, se
conectd la bobina a un generador (inductor Celes C97104) y se midié la temperatura usando una sonda de fibra
optica (Luxtron STF-2, BFi OPTILAS SAS).

Resultados y discusiones:

La Figura 1(a) representa una micrografia electronica de transmision (MET) de células de Magnetospirillum
magneticum cepa AMB-1 que muestra cadenas tipicas de magnetosomas. El volumen ocupado por los
magnetosomas en una célula entera es bastante pequefio, tipicamente de ~0,02 %. Se sometié una suspension
acuosa que contiene células enteras intactas de M. magneticum a un campo magnético oscilante de frecuencia v =
108 kHz y amplitudes de campo Hy = 23 mT y Ho = 88 mT. Las tasas de calentamiento de las células suspendidas
en liquido aumentaron cuando aumenté la fuerza del campo magnético de 23 mT a 88 mT (Figuras 2(a) and 2(b)). A
partir de las pendientes de las variaciones con el tiempo de la temperatura medida a 22°C (AT/3T), se estimé la TAE
de las células intactas suspendidas en liquido usando la ecuacioén 1 siguiente (Mornet ef al., J. Mater. Chem., 2004,
14, 2161-2175; Hergt et al., J. Magn. Magn. Matter., 2005, 293, 80-86):

.
TAE = Cagua (i._nrl]f“ (1)

en que Cagua €s la capacidad térmica especifica del agua (Cagua= 4,184 J/g-K) y Xm es la concentracion de hierro en g
por ml de disolvente (agua). Usando la férmula anterior, se dedujo que la TAE de la suspension bacteriana entera
aumentaba de 108 + 32 W/gre a 864 + 130 W/gre cuando aumentaba la amplitud del campo magnético de 23 mT a
88 mT. Para determinar si la cantidad de calor (IAE) generada por las bacterias magnetotacticas enteras surge de la
rotacion de bacterias enteras, de pérdidas por histéresis o de ambos mecanismos, se midieron las areas de los
bucles de histéresis menor de las células enteras intactas (Figura 2(c)), que proporcionan estimaciones de las
pérdidas por histéresis de las células enteras. Usando el método de Hergt et al. (Hergt et al., J. Magn. Magn. Matter.,
2005, 293, 80-86), se dedujo a partir de las areas de los bucles de histéresis menor mostrados en la Figura 2(c) que
las pérdidas por histéresis de las células intactas aumentaban de 54+ 25 W/gre @ 23 mT a 810 + 121 W/gre 2 88 mT.
Estos valores de TAE son similares a aquellos medidos para las células bacterianas en suspension (Figura (2d)).
Inesperadamente, la TAE determinada para células fijadas en gel de agarosa era significativamente menor que las
areas de los bucles de histéresis menor y no parecia proporcionar buenas estimaciones de las pérdidas por
histéresis (Figura 2(d)). Esto podria ser debido a la pérdida de algunas de las células bacterianas durante la
preparacion del gel, suministrando una concentracion de magnetosomas menor que en las demas muestras. A partir
de estos resultados, se concluyd que la rotacion de células bacterianas intactas no contribuye a la produccion de
calor en este caso. Debido a su gran peso y volumen, las células intactas de M. magneticum no son capaces de
rotar suficientemente bien bajo la aplicacion de un campo magnético externo para generar calor. La ausencia de
contribucién de la rotacién puede confirmarse estimando la TAE debido a la rotacion de las células bacterianas
TAE. Esta Ultima se estima usando la ecuacion 2 siguiente (Hergt et al., IEEE Trans. Mag. 1998, 34, 3745-3754).
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En (2), se supone que el tiempo de relajacion browniana, 1, €s mucho menor que el tiempo de relajacion de Néel 1,
en que = 3nV/KoT y = 10exp(Eo/KoT). Para las diferentes muestras, 1 se encuentra entre 2,5-10° s y 0,3 s
(Mornet et al., J. Mater. Chem., 2004, 14, 2161-2175. Dado que 1o ~ 10° s y que la relacion entre la energia
anisotropica de una cadena de magnetosomas y la energia térmica, E./KoT ~ 480 (Alphandéry et al., ACS Nano
2009, 3, 1539-1547), se encuentra que t, ~ 3-10°® s y por ello tw/t, << 1. Esto justifica el uso de (2) para medir la
TAE. En la ecuaciéon 2, o= 2xf, en que f= 108 kHz es la frecuencia del campo magnético oscilante, Ms es la
magnetizacion de saturacion de Ia maghemlta (Ms= 0,390 A/m), Ho es la amplitud del campo magnético aplicado (23
mT < Hyp < 88 mT), V ~ 20- 10" cm® es el volumen de una cadena tipica de magnetosomas (Alphandéry et al., J.
Phys. Chem. C, 2008, 112, 12304-12309), P ~ 5 g/cm® es el peso especifico de la maghemita, Ky ~ 1,38:102% J/K es
la constante de Boltzmann y 1, ~ 10 s es el tiempo de relajaciéon browniana de una célula bacteriana intacta en agua.
Los tiempos de relajacion browniana se estiman usando la formula 1= 3nVi/KsT, en que Vy es el volumen
hidrodinamico. Para las bacterias magnetotacticas enteras, se considera que Vn= 4/3nr3, en que r es la mitad de Ia
longitud tlplca de una bacteria (1,5 ym). Usando estos valores, se encuentra que la TAE,, se encuentra entre 5- 102
Wigre y 7- 10™ W/gre para valores de Hp entre 23 y 88 mT. Estos valores son mucho menores que la TAE medida
debida a pérdidas por histéresis, que son ~ 82 + 58 W/gre @ 23 mT y 841 + 153 W/gre @ 88 mT (Fig. 2(d)), en que
estos valores son medias entre la TAE deducida a partir de la tasa de calentamiento en disolucién y aquellas
deducidas a partir de las medidas de los bucles de histéresis menor. Por tanto, la rotacién de las células bacterianas
enteras no parece contribuir al aumento de temperatura observado. Como se indica en la Figura 2(d), la TAE parece
ser completamente debida a pérdidas por histéresis. Estas pérdidas se vuelven mucho mas significativas a
amplitudes de campo magnético mayores (TAE ~841 + 153 W/gr. a 88 mT) que a 23 mT (IAE ~ 82 + 58 W/gre)).
Este hallazgo, pérdidas por histéresis aumentadas al aumentar la amplitud de campo magnético, se ha observado
anteriormente para nanoparticulas de magnetita sintetizadas quimicamente (Hergt et al., IEEE Trans. Mag., 1998,
34, 3745-3754). LA TAE por ciclo de células enteras en suspension, que se define como la TAE dividida entre la
frecuencia del campo magnético oscilante, se encuentra entre 0,7 + 0,5 J/kgre ¥ 7,8 £ 1,4 J/kgre. Estos valores son
mayores que la mayoria de los obtenidos con nanoparticulas magnéticas sintetizadas quimicamente, que se
encuentran tipicamente entre 0,001 J/kgre ¥ 1,2 J/kgre para un amplio intervalo de tamafios de nanoparticula
magnética y composiciones, asi como para una gran seleccion de frecuencias y amplitudes de campo magnético
(Dutz et al., J. Magn. Magn. Mater., 2007, 308, 305-312; Ma et al., J. Magn. Magn. Mater., 2004, 268, 33-39; Jordan
et al., J. Nano. Res., 2003, 5,597-600; Brusentsov et al., J. Magn. Magn. Mater., 2001, 225, 113-117; Chan et al.,
“Scientific and clinical applications of magnetic carriers”, Hafeli et al. (eds.), Plenum Pres, NY, 1997, 607-618). Se
concluye que las suspensiones de bacterias magnetotacticas enteras producen una mayor cantidad de calor que la
mayoria de nanoparticulas magnéticas sintetizadas quimicamente en estas condiciones experimentales.

Se extrajeron cadenas de magnetosomas de células bacterianas presuntamente para potenciar su rotacién en el
campo magnético sin la estructura celular que interfiere con la rotacion. Para verificar que los magnetosomas se
extraian realmente de las bacterias y que permanecen como cadenas, se usé microscopia electronica. La Figura
1(b) muestra agrupaciones tipicas de cadenas de magnetosomas (Alphandéry et al., ACS Nano., 2009, 3, 25 1539-
1547; Alphandéry et al., J. Phys. Chem. C, 2008, 112, 12304-12309), que no agregan en grumos pero estan
suficientemente cercanas entre si como cadenas para interaccionar magnéticamente. Se muestran las tasas de
produccion de calor de las cadenas de magnetosomas en las Figuras 3(a) y 3(b) para amplitudes de campo
magnético de 23 y 88 mT, respectivamente. En disolucion, se caracterizan por un aumento de ~43°C durante un
periodo de tiempo de 1500 s a 23 mT (Fig. 3(a)) y por un aumento de ~48°C durante el mismo periodo de tiempo a
88 mT (Fig. 3(b)). Estas tasas de calentamiento son entre aproximadamente 2 y aproximadamente 10 veces
mayores que las obtenidas con las células enteras (Fig. 2(a), 2(b), 4(a) y 4(b)). Esto sugiere que las cadenas de
magnetosomas producen pérdidas por histéresis mayores que las células bacterianas intactas o que su rotacion en
el campo magnético oscilante contribuye a la produccién de calor o ambas cosas. Para distinguir cuadl, si alguna, de
estas explicaciones es la responsable de las mayores tasas de produccion de calor, se determinaron las pérdidas
por histéresis de las cadenas de magnetosomas. La Figura 3(c) muestra los bucles de histéresis menor de las
cadenas a 23 y 88 mT. Las areas de los bucles de histéresis menor para las cadenas de magnetosomas eran
menores que las obtenidas con las células bacterianas intactas (Figura 2(c)). Esta reduccion es probablemente
debida a interacciones magnéticas entre las cadenas de magnetosomas (Alphandéry et al., J. Phys. Chem. C, 2008,
112, 12304-12309) y por tanto se concluye que el mayor tasa de produccién de calor observada para las cadenas de
magnetosomas en comparacion con las células bacterianas intactas suspendidas en liquido no es debida a un
aumento de las pérdidas por histéresis, sino a la rotacion de las cadenas. La contribucién de la rotacién a la
produccion de calor por las cadenas de magnetosomas puede confirmarse adicionalmente estimando la TAE de las
cadenas de magnetosomas suspendidas en liquido. Usando la ecuacion (1) y los valores de AT/3T para las cadenas
de magnetosomas en suspension (Fig. 3(a) y 3(b)), se encuentra que la TAE aumenta de ~864 + 86 W/grs @ 23 mT a
~1242 + 124 W/gre @ 88 mT (Fig. 3(d)). Estos valores de TAE son mayores que las pérdidas por histéresis deducidas
a partir de la TAE de las cadenas de magnetosomas en el gel (TAE ~54 + 22 W/gre @ 23 mT y TAE ~487 + 97 W/gre
a 88 mT) o a partir de las areas de bucles de histéresis menor (TAE ~108 + 41 W/gre @ 23 mT y TAE ~486 + 97
W/gre @ 88 mT). Para confirmar la contribucion de la rotacion al mecanismo productor de calor de las cadenas de
magnetosomas, se determind la TAEt usando la ecuacion 2, que incluye el tiempo de relajacion browniana. Esta
férmula es solo aplicable por debajo de la regiéon de saturacion donde la TAE muestra una fuerte dependencia de la
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amplitud de campo (Hergt et al., IEEE Trans. Mag., 1998, 34, 3745-3754). Puesto que la saturacién ocurre por
encima de ~36 mT (Figura 3(d)), se midi6 solo la TAE a 23 mT. Usando un tiempo de relajacion browniana t,~
1,2:10" s, se encuentra que la TAE .+~ 3600 W/gre a 23 mT, que es mayor que la TAE de 774 + 145 W/gre que se
midi6 experimentalmente midiendo la diferencia entre la TAE de las cadenas de magnetosomas suspendidas en
liquido (864 + 86 W/gre) y la TAE debida a las pérdidas por histéresis (90 + 59 W/gre). La diferencia entre la
prediccion tedrica y la observacion experimental puede explicarse por la agregacion parcial de las cadenas de
magnetosomas. Se concluye que la rotacion contribuye al mecanismo de calentamiento de las cadenas de
magnetosomas y que esta contribucion se reduce desde 90 + 10 % de la TAE de 23 mT hasta 40 £ 10 % de la
misma TAE a 88 mT (Figura 3(c)). Esta reduccion podria explicarse por la mayor potenciacion de las pérdidas por
histéresis al aumentar la amplitud de campo magnético que la TAE debida a la rotacién de las cadenas de
magnetosomas en el campo magnético (Hergt et al., IEEE Trans. Mag. 1998, 34, 3745-3754).

La dltima muestra que se ensay6 fue una suspension de magnetosomas individuales cuyas membranas se habian
retirado en su mayor parte usando una combinacion de calor y un detergente que disolvia lipidos, el dodecilsulfato
de sodio (SDS). Estos cristales no permanecen en cadenas como se muestra en la Figura 1(c). Estos nanocristales
interaccionan y se organizan en agrupaciones compactas de nanocristales individuales (Alphancery et al., ACS
Nano., 2009, 3, 1539-1547, Alphandéry et al., J. Phys. Chem., 2008, 112, 12304-12309; Kobayashi et al., Earth
Planet. Sci. Lett., 2006, 245, 538-555) al contrario que los magnetosomas con membranas mostrados en la Figura
1(b). Se muestran las tasas de calentamiento de la suspension liquida que contiene estos magnetosomas
individuales en las Figuras 4(a) y 4(b) para amplitudes de campo magnético de 23 mT y 88 mT. Son menores que
las observadas para las cadenas de magnetosomas suspendidas en liquido tanto a 23 mT como a 88 mT (Figuras
3(a), 3(b), 4(a) y 4(b)). La diferencia en las tasas de calentamiento en disolucién observada entre las cadenas de
magnetosomas y los magnetosomas individuales puede ser debida a una diferencia en la contribucién de la rotacion
de magnetosoma o de las pérdidas por histéresis a la TAE o una combinacién de ambos. Se estimaron las pérdidas
por histéresis a partir de las areas del bucle de histéresis menor (Figura 4(c)), suministrando valores de TAE que se
encuentran entre 270 £ 100 W/gre @ 23 mT y 427 + 85 W/gr. @ 88 mT o a partir de las tasas de calentamiento de los
magnetosomas individuales en el gel (Figuras 4(a) y 4(b)), suministrando valores de TAE que se encuentran entre
135+ 70 W/gre @ 23 mT y 432 + 86 W/gre @ 88 mT. Las pérdidas por histéresis estimadas mediante cualquiera de los
dos métodos mencionados anteriormente (Figura 4(d)) son similares a aquellas estimadas para las cadenas de
magnetosomas (Figura 3(d)). Por lo tanto, la diferencia en la TAE observada entre las cadenas de magnetosomas y
los magnetosomas individuales suspendidos en liquido debe ser el resultado de una diferencia en la capacidad de
las estructuras de rotar en el campo magnético. La ecuacién 2 predice que la TAE debida a la rotacién de los
magnetosomas individuales suspendidos en liquido deberia ser la misma que la deducida para las cadenas de
magnetosomas, TAE.~ 3600 W/gre @ 23 mT. Por lo tanto, la menor tasa de calentamiento observada para los
magnetosomas individuales es debida lo mas probablemente al hecho de que estos ultimos tienden mas a la
agregacion en grumos que las cadenas de magnetosomas. La agregacion de los magnetosomas individuales es
claramente evidente usando microscopia electrénica (Figura 1(c)) y puede observarse también visualmente en
suspension liquida. Previene que estos magnetosomas roten tan facilmente como las cadenas de magnetosomas.

A partir de estos resultados, pueden extraerse las siguientes conclusiones:

(i) La TAE de cada una de las tres muestras magnéticas (bacterias magnetotacticas enteras, cadenas de
magnetosomas y magnetosomas individuales) es mayor que la resefiada para nanoparticulas
superparamagnéticas menores.

(ii) La contribucién predominante a la produccién de calor por las células bacterianas intactas parece ser las
pérdidas por histéresis, mientras que la rotacion fisica y pérdidas por histéresis son ambas responsables de
la generacion de calor por las cadenas de magnetosomas y los magnetosomas individuales mezclados en
disolucion.

(iii) En contraposicion con su comportamiento en disolucion, las cadenas de magnetosomas y magnetosomas
individuales deberian ser menos capaces de rotar in vivo. Por lo tanto, la cantidad de calor que deberian
generar in vivo podria predecirse midiendo sus pérdidas por histéresis. Puesto que las cadenas de
magnetosomas y magnetosomas individuales tienen pérdidas por histéresis similares, presuntamente son
ambos candidatos equivalentemente buenos para la terapia térmica in vivo.

Ejemplo 3:

Eficacia de calentamiento mejorada de cadenas de magnetosomas extraidas obtenidas sintetizando bacterias
magnetotacticas en presencia de diversos agentes quelantes y/o metales de transicion

En este ejemplo, se describen diversos métodos para mejorar la eficacia de calentamiento de las cadenas de
magnetosomas extraidas suspendidas en agua. Estos métodos usan diversos aditivos introducidos en el medio de
crecimiento de bacterias magnetotacticas AMB-1. Estos aditivos son agentes quelantes tales como moléculas de
bisfosfonato, dopamina, rodamina, EDTA o metales de transicién tales como cobalto.

Materiales y métodos:

Se prepar6 en primer lugar el medio de crecimiento de las bacterias magnetotacticas siguiendo el mismo método
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que se describe en el ejemplo 1. Se afiadié entonces uno de los siguientes aditivos al medio de crecimiento de las
bacterias magnetotacticas: diferentes tipos de acidos bisfosfonicos (alendronato, risedronato o neridronato) 0,4 pM,
4 uM o 40 pM, una disolucién de rodamina 4 uM, 20 uM o 400 uM, una disoluciéon de EDTA 0,4 uM o 4 puM, una
disolucién de dopamina 0,4 uM, 4 uM o 40 pM, una disolucién de quinato de cobalto 2 uM o 20 uM. Se inserté 1 ml
de una suspension de bacterias magnetotacticas en 1 litro de los medios de crecimiento anteriores y las bacterias
crecieron durante 10 dias. Después de 10 dias de crecimiento, se recogieron las bacterias y se extrajeron las
cadenas de magnetosomas bacterianos de las bacterias siguiendo el mismo protocolo que se describe en el ejemplo
1. Se depositaron entonces 5 yl de una suspension de cadenas de magnetosomas bacterianos que contenian 2 x
10* % en peso de magnetosomas sobre una rejilla de carbono para analisis de microscopia electrénica de
transmision (MET). Se us6 la MET para determinar los tamafios de los magnetosomas y para estimar las longitudes
de las cadenas. Para evaluar las propiedades de calentamiento de los diversos tipos de cadenas de magnetosomas
extraidas, se mezclaron estas ultimas con agua. Se estimaron las concentraciones de las diferentes suspensiones
como la cantidad de maghemita por mililitro. Eran de 0,3 mg/ml para la suspensién que contenia los magnetosomas
sintetizados en presencia de varios acidos bisfofonicos, 1,52 mg/ml para las suspensiones que contenian
magnetosomas dopados con Co y 0,406 mg/ml para las que contenian los magnetosomas sintetizados en presencia
de EDTA, rodamina, dopamina o alendronato. Se calentaron las suspensiones con la aplicacién de un campo
magnético alterno de frecuencia 183 kHz y fuerzas de 43 o 80 mT. Se midid la variacion de temperatura de estas
suspensiones usando una microsonda de termopar (IT-18, Physitemp, Clifton, EE.UU.).

Resultados y discusion:

En esta seccion, se comparan las propiedades de las cadenas de magnetosomas que se han obtenido cultivando las
bacterias magnetotacticas en condiciones estandares, concretamente en ausencia de agentes quelantes y/o metales
de transicion (CM de control), con aquellas de los magnetosomas que se han obtenido cultivando las bacterias
magnetotacticas en presencia de EDTA 0,4 uM (CM-EDTA). Se presentan los resultados de CM-EDTA puesto que
dan como resultado el cambio mas importante de las propiedades de magnetosomas, concretamente el mayor
aumento de los tamafios de magnetosoma, longitudes de cadena de magnetosoma y eficacia de calentamiento en
comparacién con la CM de control.

Como se muestra en los histogramas de las Figuras 5(a) y 5(d), tanto para las CM de control como las CM-EDTA,
las distribuciones de tamafio de magnetosoma parecen ser bimodales con un mayor porcentaje de magnetosomas
grandes que pequefos. El porcentaje de magnetosomas grandes es mayor para las CM-EDTA (Figura 5(d)) que
para las CM de control (Figura 5(a)). Ademas, los ajustes las distribuciones de tamafio de magnetosoma indican que
el tamafo de los magnetosomas grandes aumenta de ~42 nm para las CM de control (Figura 5(a)) hasta ~60 nm
para las CM-EDTA (Figura 5(d)). Se observa también que el porcentaje de magnetosomas pequerfios (< 30 nm) es
significativo para las CM de control (> 25 %, Figura 5(a)), mientras que es pequefio para las CM-EDTA (<10 %,
Figura 5(d)). Como puede observarse comparando los histogramas presentados en las Figuras 5(b) y 5(e), la
longitud media de cadena de magnetosomas aumenta también de ~150 nm para las CM de control (Figura 5(b))
hasta ~300 nm para las CM-EDTA (Figura 5(e)). Las cadenas largas de magnetosomas (> 800 nm de longitud) estan
solo presentes para las CM-EDTA (Figura 5(e)). Cuando se aplica el campo magnético alterno a las suspensiones
que contienen las CM-EDTA, produce un aumento de la temperatura que es mayor para las CM-EDTA que para las
CM de control para ambas fuerzas de campo magnético de 43 mT y 80 mT (Figuras 5(c) y 5(f)). Ademas, las
temperaturas de saturacion para las CM-EDTA (35°C a 43 mT y 45°C a 80 mT, Figura 5(f)) son ambas mayores que
las obtenidas para las CM de control (28°C a 43 mT y 35°C a 80 mT, Figura 5(c)). Estos rasgos revelan la mayor
capacidad de calentamiento de las CM-EDTA en comparacién con las CM de control, lo que podria atribuirse a un
aumento de los tamafios de magnetosoma y/o longitudes de cadena de magnetosomas.

Para una serie de otros agentes quelantes introducidos en el medio de crecimiento bacteriano, pueden observarse
las mismas tendencias que las observadas con EDTA 0,4 uM, pero con un efecto menos pronunciado. Como se
muestra en la Figura 6(a), la temperatura aumenta mas rapidamente bajo la aplicacion de un campo magnético
alterno de fuerza 43 o 80 mT para las cadenas de magnetosomas procedentes de bacterias cultivadas en presencia
de diversos agentes quelantes (rodamina B 4 uyM, dopamina 4 pM, alendronato 4 uM) que para las CM de control.

Cuando se sintetizaron los magnetosomas en presencia de risedronato 4 pM o alendronato 4 uM, el porcentaje de
magnetosomas de tamarfios mayores de 45 nm se volvia mayor que el de magnetosomas sintetizados en ausencia
de acido bisfosfonico (Figuras 17(a), 17(b) y 17(c)). El porcentaje de cadenas con longitudes mayores de 400 nm es
también mayor para los magnetosomas sintetizados en presencia de acido bisfosfonico (Figuras 17(e) y 17(f)) que
para aquellos sintetizados en ausencia de acido bisfosfénico (Figura 17(d)). Debido a estos comportamientos, la
variacion de temperatura inducida por la aplicacion de un campo magnético es mayor para el magnetosoma
sintetizado en presencia de risedronato 4 uM (Figura 17(h)) o alendronato 4 uM (Figura 17(i)) que para aquellos
sintetizados en ausencia de acido bisfosfénico (Figura 17(g)). Este comportamiento se observa tanto para una fuerza
de campo magnético de 40 mT como de 80 mT. Para acidos bisfosfonicos con concentraciones 0,4 uM introducidos
en el medio de crecimiento, se observaron resultados similares a aquellos obtenidos para una concentracion 4 pM.
En contraposicion, para una concentracion de acido bisfosfénico 40 uM introducido en el medio de crecimiento
bacteriano, las propiedades de las cadenas de magnetosomas bacterianos no eran significativamente diferentes de
las de los magnetosomas bacterianos sintetizados en condiciones estandares. Estos resultados sugieren que las
concentraciones de acido bisfosfénico necesarias para alcanzar una eficacia de calentamiento 6ptimo se encuentran
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entre 0,1 y 40 uM, en particular entre 0,1 y 10 uM, tipicamente entre 0,4 y 4 uM. Se ensayd también un tercer acido
bisfosfonico (acido neridronico) y suministré resultados similares a los obtenidos con acido alendrénico o acido
risedrénico.

Se cultivaron también las bacterias magnetotacticas AMB-1 en un medio de crecimiento que contenia los
compuestos quimicos del medio ATCC 1653 y una disolucién 20 uM o 400 uM de rodamina. Cuando se sometian 55
Mg de cadenas de magnetosomas sintetizados en presencia de rodamina y mezclados con 1 ml de agua a un campo
magnético alterno de 43 mT, la temperatura de la suspension aumentaba en 3°C en 30 minutos. Para las cadenas
de magnetosomas sintetizadas en ausencia de rodamina, se observé un aumento de temperatura de solo 1°C en las
mismas condiciones experimentales. Esto muestra que la presencia de rodamina en el medio de crecimiento
suministra una capacidad de calentamiento mejorada de las cadenas de magnetosomas.

Se ha ensayado también la eficacia de calentamiento de las cadenas de magnetosomas extraidas sintetizadas
introduciendo una disolucién de quinato de cobalto 20 uM en el medio de crecimiento bacteriano. Se ha detectado la
presencia de cobalto en algunos de los magnetosomas usando medidas de espectroscopia electronica de pérdida
de energia (EELS en inglés). Este resultado esta de acuerdo con el de Staniland et al. (S. Staniland et al., Nature
Nanotech., 2008, 3, 158-162), que mostraba también la presencia de cobalto en los magnetosomas para bacterias
magnetotacticas sintetizadas en condiciones similares. Como se muestra en la Figura 6(b), cuando la suspension
que contiene los magnetosomas dopados con Co (C,re203 = 1,52 mg/ml) se expone a un campo magnético alterno de
fuerza 80 mT y frecuencia 183 kHz, la temperatura de la suspensiéon aumenta mas que la que contiene las CM de
control. Puesto que se ha mostrado que los tamafos de magnetosomas y longitudes de cadena de magnetosomas
son muy similares para los magnetosomas no dopados y dopados con Co, la eficacia de calentamiento potenciada
de los magnetosomas dopados con Co podria explicarse por un aumento de su anisotropia magnetocristalina.

A partir de estos resultados, pueden extraerse las siguientes conclusiones:

(i) La introduccion de agentes quelantes de hierro de concentraciones que se encuentran entre 0,1 uMy 1 mM
en el medio de crecimiento bacteriano de AMB-1 suministra propiedades de calentamiento mejoradas de las
cadenas de magnetosomas extraidas mezcladas en disolucion. Se cree que este comportamiento es debido
a un aumento de los tamafios de magnetosoma y/o longitudes de cadena de magnetosomas cuando las
bacterias se cultivan en estas condiciones.

(ii) La introduccion de quinato de cobalto a una concentracion que se encuentra entre 0,1 uM y 1 mM en el
medio de crecimiento bacteriano de AMB-1 suministra también propiedades de calentamiento mejoradas de
las cadenas de magnetosomas extraidas mezcladas en disolucion. Se cree que este comportamiento es
debido a un aumento de la anisotropia magnetocristalina de los magnetosomas dopados con cobalto.

(iii) La introduccion de agentes quelantes de hierro y/o quinato de cobalto en el medio de crecimiento
bacteriano proporciona un modo para potenciar la eficacia de calentamiento de las cadenas de
magnetosomas. Esto abre el camino para el uso de estas cadenas de magnetosomas en menor cantidad en
termoterapia, reduciendo por ello el riesgo de toxicidad inducido por la presencia de cadenas de
magnetosomas.

Ejemplo 4:
Eficacia de la termoterapia evaluada in vitro.
Materiales y métodos:

Se obtuvieron células MDA-MB-231 de las American Type Culture Collections (ATCC). Se cultivaron las estirpes
celulares en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado que contenia 10 % de suero fetal
bovino (FCS en inglés), L-glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 mM, estreptomicina 50 U/ml (todos adquiridos en Life
Technologies Inc.). Se llevaron a cabo todos los experimentos in vitro a 37°C en una incubadora con 5 % de CO..

Se evalud la viabilidad celular usando el denominado MTT (ensayo de microcultivo de tetrazolio, T. Mosmann, 1983,
J. Immunol. Methods, 65, 55-63). Esta técnica mide la capacidad de las enzimas mitocondriales de reducir el
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (adquirido en Sigma, St Louis, MO, EE.UU.) a cristales de
formazano purpuras. Se sembraron las células a una densidad de 2-10* células por pocillo en placas de fondo plano
de 96 pocillos (Falcon, Estrasburgo, Francia) y se incubaron en el medio de cultivo durante 24 horas. Se retird
entonces el medio y se reemplazé por medio FCS al 10 % que contenia diversas nanoparticulas (cadenas de
magnetosomas, magnetosomas individuales, SPION@citrato y SPION@PEG) con diferentes concentraciones de
maghemita (0,125 mg/ml < C,re203 < 1 mg/ml). Se expusieron estas suspensiones (o no para el control) a un campo
magnético alterno de frecuencia 183 kHz y fuerza 43 mT. Se llevd a cabo el tratamiento durante 20 minutos una o
dos veces. Después de 72 horas de incubacién, se lavaron las células con una disolucién salina de tampon fosfato
(PBS de Life Technologies) y se incubaron con 0,1 ml de MTT (2 mg/ml) durante 4 horas adicionales a 37°C. Se
disolvio entonces el producto insoluble (compuesto esencialmente por formazano) afadiendo 100 yl de DMSO
(Sigma-Aldrich). Se midi6é la absorbancia del formazano solubilizado a 570 nm usando un lector de microplacas
Labsustem Multiscan MS. Proporcionaba una estimacion del nimero de mitocondrias funcionales, un nimero que es
proporcional al numero de células vivas. Se estimd entonces el porcentaje de inhibicién como el niumero de células
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muertas (concretamente células en apoptosis) dividido entre el nimero total de células.

Para los estudios de toxicidad, se sembraron las células en placas Petri (diametro de 30 nm con 50.000 células por
placa Petri) y se hicieron crecer durante 24 horas. Después de este periodo inicial de crecimiento, se incubaron las
células en presencia (o no para el control) de los diversos tipos de nanoparticulas estudiados durante 24 horas, 48
horas o 72 horas. Al final del tiempo de incubacién, se expusieron las células (o no para el control) a un campo
magnético alterno de frecuencia 183 kHz y fuerzas 20 mT, 43 mT o 60 mT. Se llevé a cabo el tratamiento durante 20
minutos una o dos veces. Después del tratamiento, se lavaron las células dos veces con PBS. Se afadieron
entonces para recoger las células 250 pl de tripsina-EDTA a las células adherentes. Se afiadieron 750 ul del medio
liquido a las células recogidas para homogeneizar la suspension. Se centrifugd entonces la suspension a 700 G
durante 3 minutos, se retird el sobrenadante y se resuspendieron las células en 1 ml de PBS. Para evaluar el
porcentaje de células vivas, se afiadieron 5 pl de yoduro de propidio (PI) (1 mg/ml mezclado con etanol, Sigma
Aldrich) a las suspensiones celulares. Puesto que el Pl penetra solo en células muertas, la medida de su
fluorescencia proporciona una estimacion del porcentaje de células muertas. A partir de esta estimacion, podria
deducirse el porcentaje de células vivas. Para medir la fluorescencia de PI, se analizaron las células en un citémetro
de flujo (Beckton Dickinson FACSCalibur 3C), que contiene un laser de argén con emisién a 488 nm y un detector
FL3-H capaz de detectar la fluorescencia de Pl excitado por el laser. Se midieron 10.000 células por muestra para
determinar el porcentaje de células vivas.

Para medir las propiedades de calentamiento de las suspensiones celulares in vitro, se llevd a cabo para las células
en suspension el mismo experimento descrito anteriormente para las células adherentes. La Unica diferencia en este
caso es que las células se han mezclado inmediatamente con las cadenas de magnetosomas y tratado por
aplicacion del campo magnético. Se midid la temperatura con la microsonda de termopar (IT-18, Physitemp, Clifton,
EE.UU.), que mide la temperatura macroscépicamente (concretamente, la temperatura de la suspension celular en
conjunto, pero no la temperatura en cada célula individual).

Para estimar el numero de células magnéticas, se siguid esencialmente el mismo protocolo que se describe
anteriormente para las células en suspensién. Se incubaron 50.000 células contenidas en el medio liquido descrito
anteriormente en presencia de diversas nanoparticulas durante 5 a 20 minutos. Durante la incubacion, se aplicé un
campo magnético alterno de frecuencia 183 kHz y fuerza de campo de 43 mT. Después del tratamiento, se
recogieron las células magnéticas colocando un iman fuerte de 0,6 mT cerca de las células en suspension. Se retird
el sobrenadante que contiene las células no magnéticas, mientras que las células que se habian atraido por el iman
se resuspendieron en 1 ml de PBS. Se estimé entonces el porcentaje de células magnéticas usando el citdmetro de
flujo.

Resultados y discusiones:

Para el tratamiento con las células en suspension, se incubaron en primer lugar las células durante unos pocos
minutos en presencia de una suspension de cadenas de magnetosomas de diversas concentraciones. Al mismo
tiempo, se aplicd un campo magnético alterno de frecuencia 183 kHz y diversas fuerzas (0 mT < B < 60 mT). Se
midi6 entonces el porcentaje de células vivas en el citdmetro de flujo para las diferentes fuerzas de campo
magnético. La Figura 7(a) muestra que el porcentaje de células vivas es alto (> 80 %) para las diferentes fuerzas del
campo magnético aplicado, indicando baja toxicidad. Esto podria explicarse por el hecho de que las células no
alcanzan el estado de apoptosis justo después del tratamiento. Para las células incubadas en presencia de diversas
cantidades de cadenas de magnetosomas durante pocos minutos, se muestran las variaciones de temperatura de la
suspensiones, que son debidas a la aplicacion del campo magnético alterno, en las Figuras 7(b), 7(c) y 7(d) para
fuerzas de campo magnético de 20 mT (Figura 7(b)), 43 mT (Figura 7(c)) y 60 mT (Figura 7(d)) respectivamente.
Como se muestra en la Figura 7(b), la fuerza de campo magnético de 20 mT es demasiado débil para dar como
resultado un aumento de temperatura. En contraposicion, la Figura 7(d) muestra que la fuerza de campo magnético
de 60 mT induce un gran aumento de temperatura. Este ultimo tiene lugar incluso para células incubadas en
ausencia de cadenas de magnetosomas, indicando que surge de las corrientes de Foucault. El campo magnético de
fuerza 43 mT es aquel que proporciona un comportamiento aceptable, concretamente, sin variacion de temperatura
en ausencia de las cadenas de magnetosomas y un aumento de temperatura que aumenta al aumentar la cantidad
de cadenas de magnetosomas incubadas (Figura 7(c)).

Para las células adherentes incubadas durante mas de unos pocos minutos, se midié también el porcentaje de
células MDA-MB-231 vivas en funcion de las fuerzas de campo magnético (Figura 8). Se incubaron las células en
presencia de suspensiones de cadenas de magnetosomas de diversas concentraciones durante 24 horas (D1,
Figura 8(a)), 48 horas (D2, Figura 8(b)) o 72 horas (D3, Figuras 8(c) y 8(d)). Se llevo a cabo el tratamiento inducido
por calor una vez (Figuras 8(a) a 8(c)) o dos veces (Figura 8(d)). En ausencia de campo magnético, la presencia de
cadenas de magnetosomas es tdxica (menos de un 50 % de células vivas) para 1 mg de cadenas de magnetosomas
incubadas durante 48 horas o 72 horas. Para todas las demas condiciones ensayadas, la presencia de las cadenas
de magnetosomas exhibe una baja toxicidad (mas de un 50 % de células vivas). En presencia de un campo
magnético, las Figuras 8(a) a 8(c) muestran que el porcentaje de células vivas se reduce significativamente para un
campo magnético de 43 mT o mas y para una cantidad de magnetosomas incubados de mas de 0,5 mg. La Figura
8(d) muestra que, al repetir el tratamiento dos veces, es posible mejorar la eficacia del tratamiento, definiéndose lo
anterior como un alto porcentaje de células vivas destruidas usando una pequefia cantidad de magnetosomas. Es
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mas, para un tratamiento llevado a cabo dos veces, el porcentaje de células vivas del 20 % se alcanza para 0,25 mg
de cadenas de magnetosomas usadas (B= 43 mT) (Figura 8(d)), en comparacién con 0,5 mg para un tratamiento
llevado a cabo una vez (B= 43 mT) (Figura 8(c)).

Se estim6 también el porcentaje de inhibicion de células MDA-MB-31 incubadas en presencia de los diversos tipos
de nanoparticulas mencionados anteriormente en ausencia de un campo magnético (Figura 9(a)) o en presencia de
un campo magnético de 43 mT para un tratamiento llevado a cabo una vez (Figura 9(b)) o dos veces (Figura 9(c)).
En todas las condiciones ensayadas, el porcentaje de inhibicion de las células es mayor para las células MDA-MB-
31 incubadas en presencia de las cadenas de magnetosomas que para aquellas incubadas en presencia de todos
los demas tipos de nanoparticulas (magnetosomas individuales, SPION@citrato y SPION@PEG). Se obtienen las
mejores condiciones para el tratamiento (concretamente, aquellas que dan como resultado un alto porcentaje de
inhibicién en presencia de un campo magnético y un bajo porcentaje de inhibicién en ausencia de un campo
magnético) para la menor cantidad de cadenas de magnetosomas de 0,125 mg usada y para el tratamiento llevado a
cabo mas de una vez (Figuras 9(a) y 9(c)).

La Figura 9(d) muestra el porcentaje de células MDA-MD-231 que se vuelven magnéticas cuando se incuban en
presencia de los diversos tipos de nanoparticulas mientras se aplica el campo magnético alterno de 43 mT entre 0 y
20 minutos. El porcentaje de células magnéticas es alto para las células incubadas en presencia de cadenas de
magnetosomas y de SPION@citrato. Se encuentra entre 40 y 90 %, dependiendo de cuanto tiempo se aplique el
campo magnético alterno (Figura 9(d)). La Figura 9(d) muestra también que el porcentaje de internalizacion de los
magnetosomas individuales en las células MDA-MD-231 es bajo (< 20 %). Esto puede explicarse por la tendencia de
los magnetosomas individuales a agregar, lo que previene que penetren en las células. Como se muestra en la
Figura 9(d), las SPION@PEG poseen un muy bajo porcentaje de internalizacion en las células MDA-MD-231,
indicando que el porcentaje de internalizacion de nanoparticulas magnéticas en células eucaridticas después de la
aplicacién de un campo magnético alterno es fuertemente dependiente del tipo de nanoparticulas usadas.

A partir de estos resultados, pueden extraerse las siguientes conclusiones:

(i) En ausencia de tratamiento, la citotoxicidad de las cadenas de magnetosomas es baja para una cantidad de
cadenas de magnetosomas menor de 1 mg.

(ii) La fuerza de campo magnético de 43 mT suministra la mejor propiedad de calentamiento para células MDA-
MB-231 suspendidas en presencia de cadenas de magnetosomas de diversas concentraciones.

(iii) Se alcanzan las mejores condiciones para la menor cantidad de cadenas de magnetosomas incubadas
(0,125 mg) y para el tratamiento repetido dos veces.

(iv) El mayor porcentaje de inhibiciéon alcanzada por las cadenas de magnetosomas en comparacion con los

magnetosomas individuales podria deberse a una mejor internalizacién de las cadenas de magnetosomas
en las células MDA-MD-231 en comparacion con la de los magnetosomas individuales.

(v) El mayor porcentaje de inhibicion observado para las células incubadas en presencia de cadenas de
magnetosomas en comparacion con el observado para las células incubadas en presencia de
SPION@citrato puede explicarse por la mayor TAE de las cadenas de magnetosomas o por el
calentamiento mas homogéneo de las cadenas de magnetosomas o por una combinacion de ambas de
estas propiedades.

Ejemplo 5:
Eficacia de calentamiento y actividad antitumoral de diversos magnetosomas bacterianos y SPION@citrato.

En este ejemplo, se compara la eficacia de calentamiento in vivo y actividad antitumoral de cadenas de
magnetosomas, magnetosomas individuales, SPION@citrato y bacterias magnetotacticas enteras.

Materiales y métodos:

Todos los experimentos animales se han realizado después de la aprobaciéon de un protocolo examinado por el
comité del "Centre Leon Bérard, Ecole normale supérieure, Plateau de Biologie Expérimentale de la Souris”, Lyon,
Francia.

Se llevaron a cabo experimentos de calentamiento in vivo en 30 ratones atimicos de 6 semanas de edad que se
compraron en Charles Rivers Laboratories, Arbresle, Francia. Para preparar animales portadores de tumor, se
sometieron en primer lugar los ratones a radiacion gamma. Se inyectaron entonces por via subcutanea
aproximadamente 2 millones de células de cancer de mama humano MDA-MB-231 en 100 ul de disolucién salina
tamponada con fosfato (PBS) en ambos flancos izquierdo y derecho de los ratones usando una jeringuilla (aguja
26G). Se midieron los tamafios tumorales usando calibres cada 3 dias. Se llevaron a cabo entonces las
estimaciones de los volimenes de los tumores usando la formula V = AxBZ/2, en que A es el diametro lateral mas
largo y B el mas corto del tumor (Sun et al., Cancer Lett., 2007, 258, 109-117). Los tumores crecieron durante un
periodo de 21 dias hasta que alcanzaron un volumen de aproximadamente 100 mm®.

Antes de empezar el tratamiento, se anestesiaron los ratones con ketamina/xilazina (100/6 mg-kg™, i.p.), lo que dio
como resultado una reducciéon de su temperatura corporal de 37 a 30-36°C, dependiendo del ratén. 3 ratones
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murieron durante las primeras etapas del tratamiento, lo mas probablemente debido a una sobreestimacion de la
dosis de anestésico. Después de la necropsia, los érganos de estos ratones no mostraron una congestion sistémica
obvia ni infarto. Bajo anestesia, se insertd longitudinalmente en los tumores de los ratones la aguja de la jeringuilla
que contenia nanoparticulas sintetizadas quimicamente o los diversos tipos de magnetosomas bacterianos
dispersados en agua estéril. Se dispusieron entonces los ratones en una bobina de 6,7 cm de diametro donde se les
aplicé un campo magnético alterno. Para producir el campo magnético alterno, se generd una corriente alterna en la
bobina usando una fuente de energia EasyHeat de 10 kW de Ambrell, Soultz, Francia. El diagrama esquematico de
la Figura 10(a) muestra la configuracion experimental usada para llevar a cabo los experimentos. Las medidas de la
temperatura se llevaron a cabo usando una microsonda de termopar implantable (IT-18, Physitemp, Clifton, EE.UU.)
para obtener la temperatura rectal o una estimacién local de la temperatura en la parte central del tumor. Se
monitorizé la variacion de la temperatura rectal para verificar que el aumento de temperatura tumoral era local y no
tenia lugar en todo el cuerpo de los ratones. Se us6 una camara de infrarrojos (Moblr2, Optophase, Lyon, Francia)
para obtener una vision mas global de la variacion de temperatura del tumor y del entorno tumoral. La seccién
transversal a través de la cual se midio la temperatura se indica en el diagrama esquematico de la Figura 10(b) por
una linea. Se midieron las variaciones de los tamafios tumorales durante los 30 dias después del primer tratamiento
tanto para los tumores no calentados como calentados.

Se estudio la actividad antitumoral siguiendo la evolucién del tamafio de tumores crecidos de forma subcutanea en
ambos flancos de cada raton. Se seleccionaron aleatoriamente los ratones y se dividieron en 5 grupos. Se trataron
los primeros 4 grupos como sigue. Se administraron 100 pl de suspensiones que contenian magnetosomas
individuales (suspension 1 en los ratones 1 a 3), cadenas de magnetosomas (suspension 2 en los ratones 5 a 8),
SPION (suspension 3 en los ratones 10 a 13) y bacterias magnetotacticas enteras (suspension 4 en los ratones 15y
16) a los tumores localizados en el flanco derecho de los ratones. Después de la inyeccion de las diferentes
suspensiones, se sometieron los ratones a un campo magnético alterno de frecuencia 183 KHz y fuerza de campo
magnético de ~43 mT (ratones 1, 2, 3, 5,6, 7, 8, 10, 11, 12, 13) u ~80 mT (ratones 15y 16) durante 20 minutos. Se
repitid el tratamiento 3 veces a intervalos de 3 dias. Para los ratones que recibieron la suspension de cadenas de
magnetosomas, el campo magnético tuvo que reducirse a ~5 mT para evitar que la temperatura del tumor superara
los 50°C. Para los ratones que recibieron las bacterias enteras, la fuerza de campo magnético tuvo que aumentarse
a ~80 mT para observar un aumento de temperatura en el tumor. El quinto grupo se consideré un grupo de control y
no se sometié a la aplicaciéon de un campo magnético alterno. Este grupo estaba compuesto por ratones que
recibieron en los tumores localizados en su flanco izquierdo 100 ul de agua fisiolégica (ratones 17 y 18), 100 ul de
suspension 1 (ratones 4, 19 y 20), 100 ul de suspension 2 (ratones 9, 21, 20 y 22), 100 ul de suspension 3 (ratones
14, 23 y 24) y 100 ul de suspension 4 (ratones 25, 26, 27). Finalmente, se usaron los 27 tumores localizados en el
flanco izquierdo de cada ratén como control interno y recibieron solo agua fisiolégica.

Se eligieron las concentraciones de las diferentes suspensiones (10 mg-ml'1 para las suspensiones 1 a 3 y 20
mg-ml'1 para la suspension 2) de tal modo que suministraran propiedades de calentamiento similares en agua. Estas
concentraciones representan la cantidad de maghemita contenida en 1 ml de agua. Se estimaron de tres modos
diferentes, por medida de la absorbancia de las diferentes suspensiones a 480 nm, por pesada de la cantidad de
nanoparticulas o magnetosomas después de liofilizacion o por medida de la magnetizacion de saturacion de 20 ul de
cada suspension depositados sobre un sustrato usando una medida de magnetémetro SQUID (Alphandéry et al., J.
Phys. Chem. C, 2008, 112, 12304-12309). Estos tres tipos diferentes de medidas suministraron la misma estimacion
de la concentracion para las suspensiones que contenian magnetosomas individuales y SPION. Para la suspension
que contenia las cadenas de magnetosomas, la presencia de material biolégico rodeando los magnetosomas
bacterianos condujo a una sobreestimacion de la concentracién de maghemita por absorbancia vy liofilizacion. Por lo
tanto, se determind la concentracion de esta suspension usando medidas de SQUID. Para el tratamiento con las
bacterias magnetotacticas enteras, la concentracion bacteriana inyectada fue de 10° células en 100 ul. Se eligié la
concentracion de células bacterianas de modo que suministrara la misma concentracion de 6xido de hierro que la de
la suspension 2.

Se llevaron a cabo examenes histolégicos en el tumor subcutaneo, higado, rifiones y pulmones recogidos 30 dias
después de la primera inyeccion. Se fijaron las muestras con disolucion de formalina al 10 %, se embebieron en
parafina y se seccionaron en tiras de 4 um de grosor. Se tifieron las secciones con hematoxilina-eosina (HE) y con
azul de Berlin para detectar la presencia de magnetosomas bacterianos tefiidos de azul. Se evalud la necrosis de
células neoplasicas, el numero de mitosis para 3 campos seleccionados aleatoriamente a una ampliacién de 400 x
en zona no necrotica y la cantidad de células pigmentadas en secciones patoldgicas de los tumores localizados en el
flanco derecho de los ratones.

Para arrojar luz sobre los examenes histoldgicos y para estudiar la internalizacion de los magnetosomas en células
tumorales, se sembraron 5-10° células de carcinoma de mama (estirpes MDA-MB-231) sobre cubreobijetos de
microscopio. Crecieron durante 48 horas a 37°C con 5 % de CO.. Se trataron adicionalmente las células en
presencia de diversas suspensiones de magnetosomas durante 1 a 24 horas en ausencia o en presencia de un
campo magnético de 0,6 mT. Se usaron 2 ml de dos de las suspensiones de magnetosomas que contenian
magnetosomas individuales o cadenas de magnetosomas mezclados en el medio de crecimiento celular. Para evitar
una citotoxicidad demasiado alta de las células, se mantuvo la concentracién de éxido de hierro de las dos
suspensiones de magnetosomas baja a ~130 mg-ml'1. Después del tratamiento, se lavaron las células con PBS para
retirar los magnetosomas bacterianos que rodeaban las células. Se fijaron entonces las células usando
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paraformaldehido al 5 % y se incubaron en presencia de una disolucion que se colorea con azul de Prusia en
presencia de hierro. Esta disolucion contiene un 5 % de ferrocianato de potasio y un 10 % de acido clorhidrico
(equivolumen). Se observaron entonces las células usando un objetivo suspendido (100x). Se ajust6 la focalizacion
del objetivo para detectar la presencia de hierro en las células y no en la superficie celular.

Resultados y discusion:

En el primer conjunto de ratones, se inyecto la suspension que contenia los magnetosomas individuales y se aplico
el campo magnético alterno. Como resultado, la temperatura en los ratones con tumores aumenté en 4°C de 31 a
35°C (Figura 10(c)). Después de 10 min de calentamiento, las medidas de infrarrojo mostraron que la difusion de
temperatura en el tumor es de ~0,5 cm, en que esta distancia se estima midiendo la anchura total semimaxima de la
distribucion de temperatura mostrada en la Figura 10(d). Se muestran las evoluciones de los tamafios de los tumores
tratados en la Figura 10(e). Estos tamafios aumentaron en los ratones 1 a 3 durante los 30 dias después del
tratamiento, indicando la ausencia de actividad antitumoral. El aumento del tamafio de los tumores tratados puede
observarse también en el ratén 3 examinando el conjunto de tres fotografias tomadas durante el dia de tratamiento
(D0), 14 dias después del tratamiento (D14) y 30 dias después del tratamiento (D30) (Figura 11(a)). Se confirmo
adicionalmente la ausencia de actividad antitumoral en estos ratones por los comportamientos de los tumores que
no recibieron los magnetosomas individuales (Figura 10(f)). Los tamafios de estos tumores aumentaron a una tasa
similar que los de los tumores tratados (Figuras 10(e) y 10(f)). Cuando se inyecto la suspensién 1 sin aplicacion de
un campo magnético (en el ratén 4 y en otros dos ratones), aumentd también el tamafio tumoral (Figura 10(f)). En
conjunto, estos resultados indican que ni la presencia de magnetosomas individuales ni el calor que generan en
presencia de un campo magnético producen actividad antitumoral.

Los examenes patologicos del tumor localizado en el flanco derecho del ratén 2 confirmaron adicionalmente esta
conclusiéon. Mostraron una masa importante de células necréticas en tumores recogidos 30 dias después del primer
tratamiento. Las mitosis eran numerosas e indicaban una actividad proliferativa tumoral importante con una media de
12 mitosis por campo seleccionado de 300 um2 de tamafo. La tincién con azul de Berlin de una seccién patoldgica
obtenida a partir del tumor derecho mostré la presencia de puntos oscuros difusos (Figura 11(b)). Estos puntos se
supone que surgen de agregados de magnetosomas como se muestra en las vistas ampliadas (Figuras 11(c) y
11(d)). El analisis histoldgico de los érganos mostré que no se encontraban magnetosomas individuales en higado,
rifiones y pulmones. La ausencia de magnetosomas individuales en estos 6rganos sugiere que permanecen
localizados en los tumores 30 dias después de la inyeccion, probablemente debido a su tendencia a agregar.

Para estudiar si los magnetosomas individuales penetran en células de carcinoma, se incubaron estas ultimas en
presencia de una suspension de magnetosomas individuales. Después de 1 hora de incubacién, habia solo unas
pocas trazas de magnetosomas individuales localizados dentro de las células tanto en ausencia como en presencia
de un campo magnético. Después de 24 horas de incubacion de las células, no se observaron mas trazas de
magnetosomas individuales tanto en ausencia como en presencia de un campo magnético. Esto sugiere que los
magnetosomas individuales no penetran facilmente en las células tumorales. Cuando penetran, no permanecen
localizados en estas células durante un periodo largo de tiempo.

En el segundo conjunto de ratones, se inyectd la suspension que contiene las cadenas de magnetosomas.
Inesperadamente, la aplicacion del campo magnético produjo un mayor aumento de la temperatura que el observado
en el primer conjunto de ratones. A los 20 min, la temperatura en el tumor aumenté en 10°C de 33 a 43°C (Figura
12(a)). Ademas, las imagenes de infrarrojo muestran una mayor difusién de temperaturas a lo largo de la seccion
transversal del tumor. La Figura 12(b) muestra que la anchura total semimaxima de la distribucién de temperatura es
de 0,75 cm, sugiriendo una distribucion de temperatura mas homogénea en los tumores para las cadenas de
magnetosomas que para los magnetosomas individuales. En contraposicion con los comportamientos observados
con los magnetosomas individuales, la actividad antitumoral era clara en este caso. La Figura 12(c) muestra que los
tamafios de los tumores tratados no aumentaban fuertemente como se observa para los tumores no tratados (Figura
12(d)). El tumor tratado desaparecia completamente en el raton 5 y se reducia muy significativamente de tamafio en
el raton 6 (Figura 12(c)). La desaparicion del tumor tratado en el raton 5 puede observarse examinando el conjunto
de tres fotografias tomadas durante el dia de tratamiento (D0), 14 dias después del tratamiento (D14) y 30 dias
después del tratamiento (D30) (Figura 13(a)). Ademas, los examenes histolégicos mostraron que no permanecian
tejidos tumorales en el raton 5. Los examenes patoldgicos de los tumores tratados mostraron que el nimero de
mitosis observadas era bajo (4 de media por campo seleccionado de 300 umz), indicando una reduccioén de la
actividad de proliferacion tumoral. En el raton 9 y otros dos ratones, en que se inyecto la suspension de cadenas de
magnetosomas sin aplicacion del campo magnético, el tamafio tumoral aumentd fuertemente durante los 30 dias
después del primer tratamiento (Figura 12(d)). Esto indica que la actividad antitumoral era debida al calor liberado
por las cadenas de magnetosomas cuando se exponian a un campo magnético alterno. Una micrografia de tejido
tumoral muestra una distribucion mas homogénea de las cadenas de magnetosomas en comparacion con la de los
magnetosomas individuales (Figuras 11(d) y 13(b)). Ademas, las ampliaciones de la Figura 13(b), que se muestran
en la Figuras 13(c) y 13(d), muestran una region negra que rodea el nucleo celular. Esto sugiere que las cadenas de
magnetosomas han penetrado en las células (un resultado que esta de acuerdo con la conclusién extraida en el
ejemplo 4). Los examenes histologicos de los érganos sugieren también la presencia de cadenas esporadicas de
magnetosomas que se detectaban en hepatocitos y células hepaticas perivasculares, pero no en rifiones y
pulmones. A pesar de la acumulacion de cadenas de magnetosomas en células hepaticas, no se observaron
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lesiones en el higado.

Para confirmar los resultados obtenidos a partir de los examenes histolégicos, se incubaron las cadenas de
magnetosomas in vitro en presencia de células de carcinoma. Después de 1 hora de incubacion, se observd mas
claramente la presencia de las cadenas de magnetosomas en las células que la de magnetosomas individuales,
tanto en ausencia como en presencia de un campo magnético. Para un tiempo de incubacién de las células de 24
horas, la presencia de las cadenas de magnetosomas en las células se vuelve ain mas pronunciada. En presencia
de un campo magnético, las cadenas de magnetosomas se localizan alrededor del nucleo celular mientras que, en
ausencia de un campo magnético, se dispersan mas aleatoriamente las cadenas de magnetosomas en los
diferentes compartimentos celulares. Estos resultados sugieren que puede ser posible direccionar hacia las células
tumorales con un campo magnético usando cadenas de magnetosomas.

En el tercer conjunto de ratones, se inyectd una suspension de SPION en los tumores localizados en el flanco
derecho de los ratones. La aplicacion del campo magnético produjo un aumento ligeramente menor de temperatura
que el observado con las cadenas de magnetosomas. A los 20 minutos, la temperatura en el tumor aumento en 6°C
de 36 a 42°C (Figura 18(a)). La anchura total semimaxima de la distribucion de la temperatura estimada por medidas
de infrarrojo (0,75 cm, Figura 18(b)) era la misma que la observada con las cadenas de magnetosomas. En este
caso, los tamafios de los tumores tratados se redujeron muy fuertemente en los ratones 10 y 12 (Figura 18(c)), pero
los examenes histolégicos mostraron la presencia de nddulos linfaticos peritumorales, sugiriendo que la actividad
antitumoral era solo parcial en estos ratones. En los ratones 11 y 13, los tamafios de los tumores no tratados y
tratados aumentaron a una tasa similar no mostrando actividad antitumoral obvia (Figura 18(c) y 18(d)). En el ratén
14 y en otros dos ratones en que se inyectd SPION sin aplicaciéon de un campo magnético, se observé un fuerte
aumento del tamafio tumoral durante el periodo de 30 dias después de la inyeccion (Figura 18(d)). Como en el
segundo conjunto de ratones en que se inyecto la suspension de cadenas de magnetosomas, el nimero medio de
mitosis era bajo (5 de media por campo seleccionado de 300 umz) y la actividad necrética era comparable con la
observada en el grupo de control. Segun la tincién con azul de Berlin, las SPION, que se tifieron de azul, se
encontraban en higado, células de Kiipffer, macréfagos y senos de ndédulos linfaticos pulmonares. Ya se ha
observado la presencia de SPION en los pulmones (Zhou et al., Biomaterials, 2006, 27, 2001-2008). Es sefial de
toxicidad potencial y es por lo tanto una desventaja para el desarrollo de una termoterapia tal como se describe en
esta divulgacion.

En el cuarto conjunto de ratones, se inyectaron 10® células contenidas en 100 pl de PBS en los tumores localizados
en el flanco derecho de los ratones y se aplic6 un campo magnético de ~80 mT. En estas condiciones, la
temperatura aumento en solo 4°C de 33 a 37°C en 20 min. El aumento de temperatura se observé también usando
medidas de infrarrojo. Como en el grupo tratado con magnetosomas individuales, los tamafios de los tumores
tratados aumentaron durante los 30 dias después del tratamiento. EI examen histoldgico revel6 un area pigmentada
en el tumor tratado con una alta actividad mitética (15 mitosis de media por campo seleccionado de 300 umz),
indicando la ausencia de actividad antitumoral. No se encontraron bacterias magnetotacticas en higado, rifiones ni
pulmones.

A partir de estos resultados, pueden extraerse las siguientes conclusiones:

(i) No se observé actividad antitumoral cuando se inyectaron las suspensiones que contienen magnetosomas
individuales, cadenas de magnetosomas y SPION@citrato en los tumores de los ratones sin aplicacion de
un campo magnético.

(ii) Cuando se administraron los magnetosomas individuales a los tumores al inicio del tratamiento, se
observaron una baja capacidad de calentamiento in vivo y nada de actividad antitumoral. Esto era
inesperado en vista de la capacidad de calentamiento observada en disolucion (Ejemplo 2).

(iii) En contraposicion, cuando se administraron las cadenas de magnetosomas a los tumores para iniciar el
tratamiento, se observd una actividad antitumoral significativa cuando se calentaban. Este comportamiento
puede explicarse por su alta eficacia de calentamiento in vivo, por su distribucion homogénea en el tumor
de los ratones y también por su facultad de penetrar en las células tumorales.

(iv) Las SPION, que se usan actualmente para tratamiento de hipertermia, mostraron también actividad
antitumoral. Sin embargo, su actividad antitumoral era menos pronunciada que la obtenida con las cadenas
de magnetosomas. Ademas, los datos experimentales se obtuvieron para una suspension de SPION con
una concentracion de 6xido de hierro que era el doble de la usada con la suspension que contiene las
cadenas de magnetosomas. Para dos suspensiones con una concentracion de 6xido de hierro similar, se
observa mucha menos eficacia de calentamiento y antitumoral para la administracion de la suspension que
contiene SPION que para la que contiene las cadenas de magnetosomas (Ejemplo 6).

Ejemplo 6:

Eficacia de calentamiento y actividad antitumoral de cadenas de magnetosomas preparadas cultivando las bacterias
magnetotacticas en ausencia o en presencia de EDTA en comparacion con SPION@PEG y SPION@citrato.

En este ejemplo, se comparan la eficacia de calentamiento y la actividad antitumoral de cadenas de magnetosomas
extraidas de bacterias magnetotacticas, que se han preparado cultivando las bacterias en ausencia de un agente
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quelante o en presencia de EDTA 0,4 uM. Ademas, se comparan también la eficacia de calentamiento y actividad
antitumoral de estos dos tipos de magnetosomas bacterianos con aquellas de SPION@PEG y SPION@citrato
usados por otros grupos para llevar a cabo hipertermia magnética.

Materiales y métodos:

El protocolo experimental es muy similar al descrito en el ejemplo 5, excepto porque en este caso se inyectan los
diferentes tipos de nanoparticulas solo una vez al inicio del tratamiento. Se inyectaron en primer lugar 100 pl de las
cuatro suspensiones diferentes que contienen 10 mg/ml de éxido de hierro de los diferentes tipos de nanoparticulas
en los tumores localizados en el flanco derecho de los ratones. Los tumores localizados en el flanco izquierdo de los
ratones se usaron como control interno. Se inici6 el tratamiento inducido por calor aplicando un campo magnético
alterno de frecuencia 183 kHz y amplitud de campo de 43 mT. En un caso, concretamente para los magnetosomas
preparados en presencia de EDTA, se redujo la fuerza del campo magnético por debajo de 43 mT para evitar que la
temperatura superara los 50°C. Se repitié el tratamiento 3 veces a intervalos de 3 dias. Se midi6 el tamafo del tumor
durante los 30 dias después del tratamiento para evaluar la eficacia de la terapia.

Se prepararon las suspensiones que contenian las cadenas extraidas de magnetosomas, SPION@PEG vy
SPION@citrato como se describe en el ejemplo 1. Se cultivaron bacterias magnetotacticas AMB-1 en presencia o en
ausencia de EDTA 0,4 uM y se extrajeron las cadenas de magnetosomas siguiendo el mismo protocolo que se
describe en el ejemplo 1. Las cadenas de magnetosomas preparadas cultivando las bacterias magnetotacticas en
ausencia de EDTA se designan como “cadenas estandares de magnetosomas” o CM, mientras que aquellas
preparadas cultivando las bacterias magnetotacticas en presencia de EDTA 0,4 pM se designan como
magnetosomas-EDTA o CM (EDTA 0,4 pM). Los magnetosomas-EDTA se caracterizan por magnetosomas
mayores, por cadenas mas largas de magnetosomas y por una mayor capacidad de calentamiento (cuando se
mezclan con agua) que las CM como se muestran en el ejemplo 3.

Resultados y discusion:

Cuando se inyecta 1 mg de una suspension que contiene CM al tumor y se aplica el campo magnético alterno, la
Figura 14(a) muestra que la temperatura en el tumor alcanza los 50°C después de 4 minutos de tratamiento. Durante
los 30 dias después del tratamiento, la Figura 14(b) muestra que el volumen tumoral normalizado, que se promedia
entre los diferentes ratones tratados, aumenta mucho menos que el volumen del tumor tratado. Para el ratén que se
ha tratado mas eficazmente, el tumor desaparece completamente como se indica por la variaciéon del volumen
tumoral en este raton (Figura 15(b)) y por la fotografia de este tumor tomada 30 dias después del tratamiento (Figura
15(a)). Se observa una clara actividad antitumoral con las CM, confirmando por ello los resultados presentados en el
ejemplo 5. Cuando se administra la suspension de magnetosomas-EDTA al tumor y se aplica el campo magnético, la
temperatura en el tumor aumenta mas rapidamente que después de la administracién de las CM como se observa
comparando las Figuras 14(a) y 14(c). Este comportamiento esta de acuerdo con el hecho de que los
magnetosomas-EDTA poseen una mayor capacidad de calentamiento que las CM cuando se mezclan en disolucion
(ejemplo 3). Sin embargo, a pesar del hecho de que los magnetosomas-EDTA muestran una mejor capacidad de
calentamiento in vivo que las CM, su actividad antitumoral es menor. Es mas, la Figura 14(d) muestra que el
volumen de tumor tratado con magnetosomas-EDTA aumenta mas que el del tumor tratado con las CM (Figura
14(b)).

La Figura 15 representa los comportamientos de los ratones para los que los tratamientos fueron mas eficaces en
cada grupo. Se observé una desaparicion completa del tumor con las CM y con los magnetosomas-EDTA (Figuras
15(c) y 15(d)), sugiriendo una actividad antitumoral para las cadenas de magnetosomas de diversas longitudes.

Cuando se administra 1 mg de una suspensién que contiene SPION@citrato al tumor y se aplica el campo
magnético alterno de 43 mT, la Figura 14(e) muestra que la temperatura aumenta en 4°C en 2 minutos, que es
mucho menos que el aumento de temperatura observado para las CM (12°C en 2 minutos) o los magnetosomas-
EDTA (20°C en 2 minutos). En este caso, el volumen de tumor tratado aumenta a la misma tasa que el del tumor no
tratado durante los dias después del tratamiento (Figura 14(f)) y ninguno de los ratones muestra una desaparicion
completa del tumor durante los 30 dias después del tratamiento. Para un raton tipico tratado con SPION@citrato, el
tumor sigue alli 30 dias después del tratamiento (Figuras 15(e) y 15(f)). Esto indica un tratamiento menos eficaz que
el que implica las cadenas de magnetosomas. Para la inyeccion de SPION@PEG, la temperatura en el tumor de los
ratones no aumenta en absoluto después de la aplicacion del campo magnético como se muestra en la Figura 14(g)
y ninguno de los tumores reduce su tamafo durante los dias después del tratamiento (Figuras 14(h), 15(g) y 15(h)).

A partir de estos resultados, pueden extraerse las siguientes conclusiones:

(i) Cuando se administran diversas suspensiones de nanoparticulas que contienen la misma cantidad de 6xido
de hierro, las suspensiones que contienen las cadenas extraidas de magnetosomas muestran una mejor
eficacia de calentamiento y actividad tumoral que aquellas que contienen SPION@PEG y SPION@citrato.

(ii) La mayor actividad antitumoral producida por las CM en comparacion con los magnetosomas-EDTA puede
explicarse por una mejor captacion intracelular de las CM que de los magnetosomas-EDTA. Esto es debido
lo mas probablemente a la diferencia en las longitudes de cadena entre estos dos tipos de magnetosomas.
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Puesto que la hipertermia intracelular se cree que es un mecanismo mas eficaz de destruccioén celular que
la hipertermia extracelular, esta diferencia en la internalizacion entre estos dos tipos de magnetosomas
podria explicar la diferencia en actividad antitumoral.

Ejemplo 7:
Biodistribucion de diversos magnetosomas bacterianos en ratones

En este ejemplo, se estudia la biodistribucion de diversos tipos de particulas (cadenas de magnetosomas,
magnetosomas individuales, SPION@citrato y SPION@PEG) contenidas en los diferentes 6rganos del raton justo
después de la inyeccion, 3 dias, 6 dias o 14 dias después de la inyeccién. Para este estudio, se inyectaron diversas
suspensiones que contenian 1 mg de cada tipo de las nanoparticulas mencionadas anteriormente por via
intratumoral, concretamente, directamente en los tumores del raton.

Se muestra solo el porcentaje de particulas en los tumores y heces de los ratones, puesto que las particulas se
encontraron esencialmente alli. Para las estimaciones del porcentaje de particulas en los tumores, se llevaron a
cabo dos tipos de medidas magnéticas (MIAtek y SQUID). Ademas de estos dos tipos de medidas, se midio la tasa
de absorcién especifica (TAE) de las diversas particulas ex vivo para los tumores calentados bajo la aplicacion del
campo magnético alterno. Puesto que la TAE es inversamente proporcional a la cantidad de particulas calentadas
(véase el ejemplo 2), esta medida posibilita una estimacion de la cantidad de particulas inyectadas en los tumores.

Materiales y método:

Se llevé a cabo la induccidon de tumor de mama humano como se resefia anteriormente en el ejemplo 5.
Brevemente, 54 ratones atdmicos Swiss hembra de 6 semanas de edad (Charles River, Arbresle, Francia) recibieron
por inyeccion subcutanea 2 millones de células de cancer de mama humano MDA-MB-231 (Cailleau ef al., J. Natl.
Cancer Inst., 1974, 53, 661-674) tanto en el flanco izquierdo como derecho. La inyeccién de los diversos tipos de
particulas se llevé a cabo 14 dias después de la implantacion del tumor. Se prepard una suspension de cadenas de
magnetosomas, magnetosomas individuales, SPION@citrato y SPION@PEG (Micromod, Rostock-Warnemuende,
Alemania) a una concentracion de 1 mg de Fe/ml. Se inyectaron 100 pl de estas suspensiones directamente en los
tumores localizados en el flanco derecho a una dosis de 1 mg de maghemita. Se midié la cantidad de maghemita
contenida en los diferentes drganos de los ratones durante el dia de la inyeccion (dia 0, D0O), 3 dias después de la
inyeccion (dia 3, D3), 6 dias después de la inyeccion (dia 6, D6) o 14 dias después de la inyeccion (dia 14, D14). En
diferentes dias (DO, D3, D6 y D14), se sacrificaron los animales por dislocacion cervical y se recogieron
inmediatamente los tejidos u 6érganos de interés (sangre, higado, bazo, pulmones, rifiones, tumor y heces), se
pesaron y se congelaron a 4°C hasta el analisis. En primer lugar, se ensayo ex vivo la eficacia de calentamiento de
los diferentes tumores que contenian los diversos tipos de particulas y recogidos en diferentes dias. Para eso, se
insertd el tejido tumoral en un tubo, que se colocé dentro de una bobina donde se aplic6 un campo magnético
alterno de frecuencia 183 kHz y fuerza de campo de 43 mT durante 20 minutos (EasyHeat de 10 kW, Ambrell,
Soultz, Francia). Se midié la temperatura en el tumor usando una microsonda de termopar implantable (IT-18,
Physitemp, Clifton, EE.UU.). En segundo lugar, se determiné la cantidad de maghemita usando un instrumento,
MIAtek®, que se ha desarrollado por la compafiia Magnisense (Nikitin ef al., 2007, J. Magn. Mater., 311, 445). Esta
tecnologia posibilita una deteccion sensible y una cuantificaciéon precisa de nanoparticulas magnéticas en una diana
bioldgica. Para las medidas con MIAtek®, se prepararon los tejidos mediante homogeneizacion mecanica en agua
ultrapura (16 % de peso humedo de heces, concretamente 16 g de heces diluidos en 100 ml de PBS, 25 % de peso
himedo de tumor, 50 % de peso humedo de rifién, pulmén y bazo y 100 % de peso humedo de higado). Se
dispusieron 100 pl de tejidos preparados de este modo en el sistema de deteccion (MIAtek®). Se llevd a cabo la
calibracion midiendo la sefial de MIAtek® de suspensiones que contenian cadenas de magnetosomas,
magnetosomas individuales, SPION@citrato y SPION@PEG mezclados con agua en funcioén de la concentracion de
maghemita de estas suspensiones, que variaba entre 15 pg/ml y 125 pug/ml. Para verificar las estimaciones de las
concentraciones de maghemita con MIAtek®, se llevaron a cabo medidas con SQUID de las muestras que contenian
el mayor porcentaje de maghemita (tumores y heces). Para ello, se estimé la magnetizacion de saturacion de los
diferentes tumores y heces que contienen los diversos tipos de particulas. A partir de esta estimacién, podria
deducirse la cantidad de maghemita presente en las diferentes muestras usando la magnetizacion de saturacion de
la maghemita bruta (80 Am2/kg). Las estimaciones deducidas a partir de las medidas de MIAtek® se compararon con
aquellas deducidas a partir de las medidas de SQUID. Finalmente, se calentaron ex vivo los diferentes tumores que
contenian los diversos tipos de particulas bajo la aplicacion de un campo magnético alterno de frecuencia 183 kHz y
fuerza de campo de 43 mT. A partir de las curvas de calentamiento, podria deducirse la TAE midiendo las
pendientes a 25°C y por ello la cantidad de maghemita contenida en los diferentes tumores (Ejemplo 2).

Se obtuvieron las estimaciones de la cantidad de maghemita contenida en los diferentes tumores recogiendo un
quinto del volumen tumoral total después de la homogeneizacion de las particulas en los tumores. Lo mas
probablemente debido a una homogeneizacién no uniforme, el tumor recogido no contiene un quinto de la cantidad
de los diversos tipos de particulas inyectadas. Esto da como resultado grandes barras de error en las medidas y, en
algunos casos, la deteccion de mas particulas en el tumor que la cantidad que se habia inyectado. Sin embargo, a
pesar de estas incertidumbres, las conclusiones principales extraidas de este estudio siguen siendo validas.
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Resultados y discusion:

La Figura 16(a) muestra la biodistribucién de las cadenas de magnetosomas en los tumores (estimadas como el
porcentaje de dosis inyectada por gramo de tejido) justo después de la inyeccion (DO), 3 dias después de la
inyeccion (D3), 6 dias después de la inyeccion (D6) y 14 dias después de la inyeccion (D14). Los tres tipos de
medidas (MIAtek®, TAE y SQUID) muestran esencialmente la misma tendencia: la reduccion rapida del porcentaje
de cadenas de magnetosomas contenidas en los tumores durante los dias siguientes a la inyeccion (Figura 16(a)).
Es mas, se eliminaban mas del 90 % de las cadenas de magnetosomas 14 dias después de la inyeccion. Se
encontraron cadenas de magnetosomas esencialmente en las heces, con 10-15 % en las heces el primer dia
después de la inyeccion y 15-20 % a los 3 dias, 6 dias y 14 dias después de la inyeccion (Figura 16(b)). Con las
cadenas de magnetosomas, se mostro que la via de eliminacién era esencialmente fecal. Se encontraron solo unas
pocas trazas de cadenas de magnetosomas (< 0,1 % Dl/g de tejido) en pulmon, rifién, higado y bazo el tercer y
sexto dias después de la inyeccidon. No se encontraron cadenas de magnetosomas en la sangre. Estos resultados
sugieren que las cadenas de magnetosomas se excretaban rapidamente en su forma nativa.

Para la inyeccion de magnetosomas individuales, se muestra el porcentaje de dosis inyectada (DI) por gramo de
tejido en la Figura 16(c) en diferentes dias después de la inyeccion. Como con las cadenas de magnetosomas,
existe un acuerdo relativamente bueno entre los tres tipos diferentes de medidas (MIAtek®, TAE y SQUID). El
porcentaje de magnetosomas individuales contenidos en el tumor parece reducirse mucho menos significativamente
durante los dias después del tratamiento que el de las cadenas de magnetosomas (Figuras 16(a) y 16(c)). Como con
las cadenas de magnetosomas, se encontraron magnetosomas individuales en las heces, pero con un porcentaje
menor (entre 5y 10 % a D3, D6 y D14). La via de eliminacion del magnetosoma individual parece que es también (al
menos parcialmente) la excrecion fecal.

Se estudié también la biodistribuciéon de SPION@citrato y SPION@PEG sintetizados quimicamente. Como se
muestra en las Figuras 16(e) y 16(g), SPION@citrato y SPION@PEG parecen permanecer en los tumores 14 dias
después de la inyeccion. El porcentaje de nanoparticulas en los tumores no se reduce durante los dias después del
tratamiento tan significativamente como con las cadenas de magnetosomas. Ademas, SPION@citrato y
SPION@PEG no se han detectado en las heces de los ratones. Estos resultados pueden explicarse por el hecho de
que SPION@citrato y SPION@PEG se metabolizan a hierro libre y por lo tanto no se eliminan en las heces como
nanoparticulas. Esto seria mas bien una desventaja de estas nanoparticulas sintetizadas quimicamente en
comparacion con los magnetosomas, puesto que el hierro libre puede causar estrés oxidativo (Puntarulo et al., 2005,
Mol. Aspects, Med., 299-312).

A partir de estos resultados, pueden extraerse las siguientes conclusiones:

Las cadenas de magnetosomas dejan rapidamente el tumor y parecen eliminarse en las heces. Estas dos
propiedades son favorables para el desarrollo de la termoterapia descrita en esta divulgacion. Podria intentar
explicarse este comportamiento por el hecho de que las cadenas de magnetosomas no agregan fuertemente. En
contraposicion con las cadenas de magnetosomas, un gran porcentaje de magnetosomas individuales permanecen
en el tumor 14 dias después de la inyeccion, lo que sugiere que el organismo podria encontrar mas dificil eliminarlos
rapidamente. Podria intentar explicarse este comportamiento por el hecho de que los magnetosomas individuales
agregan. Un gran porcentaje de las nanoparticulas sintetizadas quimicamente (SPION@citrato y SPION@PEG)
permanecen en el tumor 14 dias después de la inyeccion y ninguna de ellas se encuentra en las heces. Esto sugiere
que estas nanoparticulas sintetizadas quimicamente no dejan rapidamente los tumores y que se metabolizan a
hierro y/o que se eliminan en la orina. Estos rasgos las hacen candidatos a farmaco potencialmente menos
atractivos que las cadenas de magnetosomas.
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REIVINDICACIONES

1. Cadenas de magnetosomas bacterianos aislados de bacterias magnetotacticas, en las que la mayoria de
los magnetosomas poseen direcciones cristalograficas orientadas en la direccion del alargamiento de cadena, para
uso en el tratamiento de tumores por terapia térmica, de preferencia de un tumor sélido.

2. Cadenas segun la reivindicacion 1, para uso en el tratamiento de tumores por terapia térmica, en las que las
cadenas de magnetosomas se someten a un campo magnético alterno suministrando la generacioén de calor.

3. Cadenas para uso segun la reivindicacion 1 o 2, en las que las cadenas de magnetosomas contienen al
menos 2 magnetosomas, preferiblemente de 2 a 30 magnetosomas, mas preferiblemente de 4 a 20 magnetosomas.

4. Cadenas para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en las que los magnetosomas
contenidos en las cadenas poseen tamafios que se encuentran entre 10 y 120 nm, preferiblemente entre 10 y 70
nm, lo mas preferiblemente entre 30 y 50 nm.

5. Cadenas para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en las que las cadenas de
magnetosomas se han obtenido a partir de bacterias magnetotacticas que se cultivaron en un medio de crecimiento
que contenia hierro y/u otro metal de transicion tal como cobalto, niquel, cobre, cinc, manganeso o cromo.

6. Cadenas para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en las que las cadenas de
magnetosomas se han obtenido a partir de bacterias magnetotacticas que se cultivaron en un medio de crecimiento
que contiene un agente quelante, preferiblemente elegido entre bisfosfonatos, rodamina y EDTA.

7. Cadenas, para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en las que las cadenas de
magnetosomas poseen un agente unido a los magnetosomas y/o incorporado a los magnetosomas que se usa para
visualizar las cadenas de magnetosomas, siendo ventajosamente dicho agente un fluoréforo o un fluoréforo y un
agente quelante, preferiblemente rodamina.

8. Cadenas para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en las que las cadenas de
magnetosomas se encapsulan en una vesicula, usandose preferiblemente dicha vesicula en combinacion con un
principio activo.

9. Cadenas para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en las que el tratamiento de
las células tumorales o del tumor es por hipertermia.

10. Cadenas para uso segun la reivindicacion 9, en las que la temperatura de tratamiento se encuentra entre 37
y 45°C, preferiblemente entre 40 y 45°C, lo mas preferiblemente a 43°C.

11. Cadenas para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en las que el tratamiento de
las células tumorales es por termoablacion.

12. Cadenas para uso segun la reivindicaciéon 11, en las que la temperatura de tratamiento se encuentra entre
aproximadamente 45 y aproximadamente 100°C, preferiblemente entre aproximadamente 45 y aproximadamente
70°C, mas preferiblemente entre aproximadamente 45 y aproximadamente 55°C, lo mas preferiblemente entre
aproximadamente 50 y aproximadamente 55°C.

13. Cadenas para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en las que la frecuencia del
campo magnético se encuentra entre 50 y 1000 kHz, preferiblemente entre 100 y 500 kHz, mas preferiblemente
entre aproximadamente 100 y aproximadamente 200 kHz.

14. Cadenas para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en las que la amplitud del
campo magnético se encuentra entre 0,1 y 200 mT, preferiblemente entre 1 y 100 mT, mas preferiblemente entre 10
y 50 mT.

15. Cadenas para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en las que el campo
magnético se aplica durante un periodo de tiempo que varia entre 1 segundo y 6 horas, preferiblemente entre 1
minuto y 1 hora o entre 0,5 minutos y 30 minutos, lo mas preferiblemente entre 1 minuto y 30 minutos.

16. Cadenas para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en las que el proceso de
calentamiento se repite.

17. Cadenas para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en las que se lleva a cabo el
direccionamiento hacia el (los) tumor(es) o célula(s) tumoral(es) de las cadenas de magnetosomas usando un
campo magnético.

18. Cadenas para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en las que se realiza el
direccionamiento hacia el (los) tumor(es) ligando una molécula directora bioldgica y/o quimica que dirige hacia el
(los) tumor(es), tal como un anticuerpo y/o una molécula de PEG y/o acido félico, las cadenas de magnetosomas o la
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vesicula que contiene las cadenas de magnetosomas.

19. Cadenas para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en las que se aplica el campo
magnético alterno para mejorar la penetracion de las cadenas de magnetosomas en las células tumorales.

20. Cadenas para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en las que dicho tumor se
selecciona de cancer de prostata, cancer de esdfago, cancer pancreatico, cancer de mama, cancer de cerebro y
cancer de piel.

21. Un kit que comprende cadenas de magnetosomas bacterianos y un dispositivo que es capaz de generar un
campo magnético alterno.

22. El kit segun la reivindicacion 21, en el que las cadenas de magnetosomas se encapsulan en una vesicula.

23. Un método para la produccion de cadenas de magnetosomas en el que se cultivan bacterias
magnetotacticas en un medio de crecimiento que contiene al menos una fuente de hierro y un agente quelante.

24, Cadenas de magnetosomas bacterianos aislados de bacterias magnetotacticas en que la mayoria de los
magnetosomas poseen direcciones cristalograficas orientadas en la direccion del alargamiento de cadena para uso
como farmaco.

25. Cadenas de magnetosomas bacterianos aislados de bacterias magnetotacticas en que la mayoria de los
magnetosomas poseen direcciones cristalograficas orientadas en la direccion del alargamiento de cadena para uso
como dispositivo médico.

26. Cadenas de magnetosomas bacterianos aislados de bacterias magnetotacticas en que la mayoria de los

magnetosomas poseen direcciones cristalograficas orientadas en la direccion del alargamiento de cadena,
obtenibles mediante el proceso de la reivindicacién 23.
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