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“No hay nada en el mundo que capacite tanto a una
persona para sobreponerse a las dificultades externas
y a las limitaciones internas, como la consciencia de
tener una tarea en la vida”

Viktor Frankl
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Resumen

En la actualidad el principal problema con los tratamientos para el cancer es que en
ciertos casos no se logra el balance adecuado entre la destruccion del tejido
cancerigeno y la destruccion del tejido sano, principalmente por la falta de
selectividad en el tratamiento. También, otra de las limitaciones es la falta de
metodologias que permitan la deteccion temprana de los tumores.

Recientemente se han desarrollado nuevas herramientas basadas en
nanotecnologia que permiten detectar en forma temprana el cancer, mejorando el
prondstico y la sobrevida del paciente. Es asi como las nanoparticulas de oro
funcionalizadas poseen interesantes propiedades como una acumulacion selectiva
en tumores y por ser elementos con gran masa nuclear son Utiles como agentes de
contraste permitiendo mejorar la deteccion de células tumorales in vivo.

En este escenario, el uso de la tomografia computarizada (CT) en conjunto con
nanoparticulas de oro tiene un futuro prometedor, ya que es una técnica no invasiva,
de bajo costo y que entrega imagenes en 3D de alta calidad y resolucion, dado el
alto coeficiente de atenuacion frente a los rayos X que presentan las nanoparticulas.
Es asi como en la presente memoria se evalud el potencial uso de nanoparticulas
de oro para la deteccion sensible de células tumorales de melanoma (B16F10) que
producen metéastasis in vivo en ratén.

De este modo se propone la utilizacion de una plataforma de deteccién basada en
la utilizacion de nanoesferas de oro, que, mediante la funcionalizacién de su
superficie con é&cido folico, facilite la internalizacion celular aumentando asi la
selectividad sobre células cancerigenas. Este nanosistema sensible y afin por
células tumorales seré internalizado, facilitando asi la deteccion de las células por

tomografia computarizada (Micro-CT).

Las células B16F10 (melanoma) se marcaron con nanoparticulas de oro esféricas
de 12 nm funcionalizadas con &cido folico. Las mencionadas células presentan
sobreexpresion de receptores del acido folico favoreciéndose asi la endocitosis de

las nanoparticulas funcionalizadas mediada por receptores.



Posteriormente, se evalud por la técnica de tomografia computarizada el minimo
namero de células detectable. Es asi que se logro la deteccidén de 25000 células lo
gue podria equipararse a un tumor de 0,25 mm.

En un futuro se realizaran estudios in vivo para evaluar la sensibilidad de deteccién

de celulas con el fin de detectar tempranamente el proceso de la metastasis.



Summary

At present, the main problem with cancer treatments is that in certain cases the
adequate balance between the destruction of the carcinogenic tissue and the
destruction of healthy tissue is not achieved, mainly due to the lack of selectivity in
the treatment. Likewise, another of the limitations is the lack of methodologies that
allow early detection of tumors.

Recently, new nanotechnology-based tools have been developed that allow cancer
to be detected early, improving the patient's prognosis and survival. This is how
functionalized gold nanoparticles have interesting properties such as a selective
accumulation in tumors and because they are elements with large nuclear mass they
are useful as contrast agents allowing to improve the detection of tumor cells in vivo.
In this scenario, the use of computed tomography (CT) in conjunction with gold
nanoparticles has a promising future, since it is a non-invasive, low-cost technique
that delivers high-quality 3D images and resolution, given the high attenuation
coefficient against the x-rays presented by the nanopatrticles. Thus, the potential use
of gold nanoparticles for the sensitive detection of melanoma tumor cells (B16F10)
that produce metastases in vivo in mice was evaluated herein. Thus, the use of a
detection platform based on the use of gold nanospheres is proposed, which, by
functionalizing its surface with folic acid, facilitates cell internalization, thereby
increasing selectivity on cancer cells. This sensitive and related nanosystem by
tumor cells will be internalized, thus facilitating the detection of cells by computed
tomography (Micro-CT). B16F10 cells (melanoma) were labeled with spherical gold
nanoparticles of 12 nanometers functionalized with folic acid. The aforementioned
cells exhibit overexpression of folic acid receptors thus favoring endocytosis of
functionalized receptor-mediated nanoparticles.

Subsequently, the minimum number of detectable cells was evaluated by computed
tomography. Thus, the detection of 25,000 cells was achieved, which could be
equated with a 0.25 mm tumor. In the future, in vivo studies will be carried out to
evaluate the sensitivity of cell detection in order to detect the metastasis process

early.



1. Introduccién

1.1 Cancer

El cancer es una patologia que incluye un conjunto de fendmenos lo que reviste una
alta complejidad en el diagndstico y en el tratamiento [2]. La aparicion del cancer ha
ido incrementando en la poblacién debido al aumento y envejecimiento de la misma
[2].

Segun estimaciones realizadas en el proyecto GLOBOCAN (proyecto de salud
llevado a cabo por la International Agency for Research on Cancer) en 2018, 18,1
millones de casos nuevos casos fueron diagnosticados, de los cuales 9,5 millones
aproximadamente terminaron en muerte [3].

Los paises menos desarrollados son los mas afectados, debido a que la incidencia
de casos nuevos alcanza un 57% vy la tasa de mortalidad es de un 65% [2]. El cancer
de pulmoén (11,6% de los casos nuevos) y mama (11,6% de los casos nuevos)
constituyen las principales causas de muerte en hombres y mujeres,
respectivamente, a nivel mundial [2, 3].

En Latinoamérica se estima que para el 2030 seran diagnosticados cerca de 1.7
millones de casos anuales, de los cuales 1 millén de diagnosticos tendran un
desenlace fatal [4, 5]. En Chile, actualmente el cancer es la segunda causa de
muerte de la poblacion, luego de las afecciones al sistema cardiovascular,
proyectandose que al final de la proxima década, llegue a ser la primera causa de
muerte en el pais[6] .

Sélo en 2018, en Chile, fueron diagnosticados 53.365 casos, de los cuales 28.443
terminaron en muerte, llegando asi a un 53,3 % de mortalidad. De los nuevos casos
diagnosticados, un 12,3% corresponde a cancer de prostata, 11,1% corresponde a
cancer colorrectal y un 10,1 % a cancer de mama [3].

En la actualidad la problematica que existe en torno al tratamiento del cancer es la
deteccion oportuna del mismo. Es por tanto, un desafio desarrollar nuevos métodos
de deteccion que permitan determinar la presencia de células tumorales
oportunamente, facilitado asi la terapia farmacoldgica y/o radiolégica, como, por
ejemplo, la utilizacion de quelantes de DNA, como el cisplatino, sumado a

radioterapia de rayos X [7].



Hoy en dia, las 2 técnicas mas utilizadas para la deteccién de tumores son la
tomografia por emision de positrones (PET)[8] y la resonancia nuclear magnética
(RMN). EI PET presenta una alta sensibilidad y una mala resolucién, en cambio la
RMN presenta una buena resolucion y una baja sensibilidad. Sus mas grandes y
notorias desventajas son su elevado costo, la utilizacion de un medio de contraste
para RMN y el uso de una sonda radioactiva para el PET y el bajo nimero de
equipos que estan disponibles en Chile. Cabe mencionar que esta ultima técnica
requiere de la preparacion de sondas radioactivas que presentan una baja vida
media y también el disponer de un sincrotron para preparar dichas sondas
radioactivas cerca del lugar en donde esté instalado el equipo para PET.

La Tomografia Axial Computarizada (TAC) es otra técnica utilizada para la deteccion
de tumores. Como técnica, posee una mayor accesibilidad a equipos y un bajo
costo, pero tiene una baja resolucion y sensibilidad en tejido blando, lo cual podria
mejorarse utilizando nanoparticulas de oro[9, 10].

En esta memoria nos enfocaremos en la técnica de CT (tomografia computarizada),

utilizando un equipo de microtomografia computarizada (Micro-CT).

1.2 Micro-CT

En la actualidad, uno de los mayores obstaculos para la deteccion y tratamiento de
distintos tipos de canceres, es la capacidad de hacer un seguimiento mediante
imagenes [11]. Distintos métodos como ultrasonido, tomografia de emision de
positrones (PET) o resonancia magnética (MR) han sido de gran ayuda para el
seguimiento y captura de imagenes.

Mediante Micro Computed-Tomography (Micro-CT) o  Microtomografia-
Computarizada se obtienen imagenes de alta calidad y definicion [12].
Caracterizada por una alta resolucion espacial y temporal, la técnica de Micro-CT
permite determinar grados de atenuacion de rayos X en distintos tejidos, por lo que
surge como una herramienta de imagen conveniente para los hospitales en términos
de viabilidad, eficiencia y costo [12] [13]. La técnica se basa en la atenuacion de los
rayos X, ya que dependiendo de la densidad y composiciéon del tejido este atenuara
de forma distinta los rayos X, es decir, tejidos densos como el hueso tendran una

atenuacion mayor que tejidos blandos [14].



Utilizando esta técnica, sin la utilizacion de medios de contraste, se han detectado
tumores de alrededor de 0,56 mm, lo que corresponderia a la deteccién de 56.000
células [15] [16].

Uno de los agentes de contraste mas utilizados es el iodo, el cual presenta una alta
toxicidad renal, llegando a producir una nefropatia inducida por contraste debido a
la produccién de radicales libres y la induccion de apo6ptosis [17, 18].

El gran problema de esta técnica es la baja resolucién y sensibilidad, lo cual dificulta
la observacion de tejidos blandos sin la utilizacion de un medio de contraste. Debido
a esto nosotros proponemos la utilizacion de nanoparticulas de oro, las cuales

reportan ser un gran medio de contraste para la observacion de tejidos blandos [14].

1.3 Nanoparticulas de oro y sus aplicaciones como agentes de contraste para
rayos X

Actualmente, la nanotecnologia ha avanzado en el campo de la deteccion de
canceres, debido a las caracteristicas intrinsecas de los nanomateriales, tales como
las fototérmicas y plasmdnicas de superficie. Por ejemplo, las nanoparticulas de oro,
al ser irradiadas con un laser, aumentan su temperatura utilizandose para la
destruccion selectiva de células tumorales [19].

Las nanoparticulas de oro han emergido como una de las nuevas nanoplataformas
de diagnéstico, obtencién de imagen, monitoreo, tratamiento de diferentes
enfermedades entre otras aplicaciones biomédicas [20, 21].

Las nanoparticulas de oro han sido utilizadas para mejorar el contraste vascular y
mejorar la delineacion de estructuras de tejido blando [22]. Al utilizar la micro-CT en
conjunto con nanoparticulas de oro se obtienen imagenes de gran contraste,
distinguiéndose distintos tipos de tejidos suaves. La atenuacién de rayos X, es la
disminucion de la intensidad de estos al interactuar con la materia. La capacidad
gue tiene la materia para atenuar los rayos X dependera del nimero atomico y la
densidad, que es conocido como el coeficiente de atenuacion [13]. El oro, al poseer
un numero atémico alto (Z=79), induce una atenuacion de rayos X muy alta, por lo
gue entrega mejores contrastes a bajas dosis, aumentando la sensibilidad y
especificidad del método [23-28].
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Fig. 1.3.1 Atenuacion de Rayos X al interactuar con la materia

Actualmente, existen pocas investigaciones en las que se utilicen las nanoparticulas
de oro como herramienta para la marcacion de células y la deteccion de las mismas
empleando un equipo de micro-CT in vivo[29-31]. Cabe mencionar que éste es el
unico trabajo en el cual se marcaran células tumorales metastasicas de la linea
B16F10 de melanoma que realizan metastasis en pulmon para poder detectarlas
con micro-CT. El interés de este trabajo es poder desarrollar una herramienta que
permita hacer el seguimiento in vivo de la temporalidad del proceso metastético de
las células. Todo esto en el contexto de un trabajo realizado previamente en el que
se estudio ex vivo la distribucion de las mismas células B16F10 marcadas con
nanoparticulas de oro con el fin de detectar estadios tempranos del proceso de la

metastasis [32].

Funcionalizacién de nanoparticulas para aplicaciones en biomedicina.

Las nanoparticulas de oro poseen gran reactividad quimica y propiedades 6pticas,
lo cual, las hace un elemento interesante de investigar para el diagndstico selectivo
de células cancerigenas [33]. Las nanoparticulas de oro poseen baja toxicidad y su
acumulacién mayoritaria se localiza en higado y rifiones, en donde, produce un bajo
dafo oxidativo [33]. Las nanoparticulas pueden ser conjugadas (Fig. 1.3.2) con

distintas moléculas como polietilenglicoles (PEG’s) los cuales forman un enlace
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covalente coordinado debido a que, el tiol, es quemiadsorbido por la superficie

cargada de la nanoparticula [19, 34].

Non-covalent conjugation

Fig. 1.3.2 Posibles conjugaciones no covalentes de nanoparticulas a proteinas
(azul), drogas (verde), ADN. [35]

Al conjugar con diferentes moléculas la superficie de las nanoparticulas podemos
lograr estabilizarla, mediante estabilizacion de carga e impedimento estérico
evitando asi fenbmenos de agregacion [36]. En este trabajo, fueron adicionados 2
tipos de PEG’s, uno de ellos es el HS-PEG5000-OMe utilizado como estabilizador
por efecto estérico de la nanoparticula, y el HS-PEG5000-COOH como nexo entre
la nanoparticula y moléculas como el acido félico que permiten la internalizacién
celular a través de receptores que median dicha internalizacion celular [36]. Asi
mismo, cabe destacar que PEG's de estos tamafios son ideales ya que ayudan a
biocompatibilizar a las nanoparticulas disminuyendo las interacciones con
macromoléculas como las proteina, siendo esto importante para aumentar el tiempo
de vida media en el plasma y disminuir la acumulacion en ciertos 6rganos como
rifion, higado y bazo [33].

Se utilizaron nanoesferas de oro (AuN’s) de oro de 12 nm para ser internalizadas
en las células tumorales que se detectaran in vitro. El tamano de las AuN'’s juega
un rol fundamental en el proceso de internalizacion celular, se ha observado en
estudios anteriores que nanoparticulas de alrededor de 5 nm son internalizadas por

difusion pasiva, mientras que nanoparticulas de entre 20 a 50 nm son internalizadas



por vias endociticas [23, 37]. A partir de esto es posible aseverar que la captacion
celular de las AuN es inversamente proporcional a su tamafo. Es importante
mencionar que la internalizacion de nanoparticulas también puede varias segun la
linea celular [38].

Existen métodos para mejorar el direccionamiento, captacion e internalizacion de
las AuN’s, en este caso utilizaremos la conjugacion de estas con un ligando
especifico, el acido félico. Estudios anteriores han evaluado el efecto tanto in vitro
como in vivo de la union de acido félico a nanoparticulas [1] indicando que la
conjugaciéon de AuN'’s con &acido folico (Fig. 1.3.3) mejora la selectividad hacia
células y tejidos tumorales, aumentando la captacion e internalizacién celular a

través de endocitosis mediada por FRa [39] [40].
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Fig. 1.3.3 Esquema de reaccién para la funcionalizacién de AuN-PEG con &cido
félico mediante la activacién del terminal carboxilo del PEG (mediante la activacion
EDC/NHS) y el terminal amino del acido folico.



1.4 Acido félico

El acido félico o folato (en su forma sintética), es una vitamina hidrosoluble
perteneciente al complejo B (también llamado Vitamina B9). Es critico para la
sintesis, metilacion y reparacion (sintesis de timina) de DNA [41]. El &cido fdlico es
de un tamafio pequefio (441 Da), estable en un amplio rango de temperaturas y pH,
de bajo costo, no inmunogénico y mantiene su habilidad de unirse al receptor de

folato después de ser conjugado con farmacos o marcadores de diagndstico [42].

folic acid
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receptor-mediated
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:
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methylation of DNA, RNA, histones and other proteins

Fig. 1.4.1 Visién general del ciclo del folato[1]
El folato participa como precursor en la sintesis de purinas y pirimidinas, y en vias

gue estan estrictamente relacionadas con la metilacion de ADN, ARN, histonas y
proteinas(Fig. 1.4.1) [1]. La hipometilacién de DNA también esta asociado a bajos
niveles de folato, lo cual puede conducir a una inadecuada expresion de proto-
oncogenes [43-47].

El receptor de folato es un receptor de tipo glicosilfosfatidilinositol anclado a la
superficie de la membrana celular, expresado en la gran mayoria de los tejidos
cancerigenos (epitelio ovarico, cervical, pulmonar, renal, colorrectal) [41]. La
expresion en tejido normal se restringe a tejido pulmonar, renal, placenta y plexo

coroideo [48].
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La linea celular tumoral B16F10, proveniente de ratén (mus musculus) melanoma
de piel de raton, tiene una sobreexpresion del receptor de folato (FOLR1)[49], por
esta razén, el folato podria utilizarse como una molécula para realizar un
direccionamiento activo capaz de permear dentro de células cancerigenas,
permitiendo asi ser detectadas posteriormente por técnicas de imagenologia.

En el presente trabajo se obtendran nanoparticulas funcionalizadas con acido folico
gue permitan la internalizacién celular. El nanosistema sera internalizado mediante
endocitosis mediada por caveolas [50] en las células tumorales que sobreexpresan
el receptor de acido folico facilitando asi el contraste para una deteccion
ultrasensible por Micro-CT, es decir, mediante esta técnica seremos capaces de
detectar pequefios cumulos de células en estadios mas tempranos antes de que
formen un tumor. De esta manera se determinara cual es el menor numero de
células a detectar (in vitro) para que en estudios posteriores se determine in vivo el
minimo namero de células tumorales para potencialmente identificar un proceso de

metastasis.
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Incubacion de células B16F10 con una
concentracion de 4nM del nanosistema
AuN-PEG-FA, a 37°C por 24 Horas

Células B16F10
internalizaran el

i nanosistema AuN-

PEG-FA

VVYyVvYvy

‘ Se prepararan las distintas
B diluciones para determinar la
N° Células i cantidad minima de células
detectables por micro-CT
Se introducen los tubos dentro del micro-CT

para obtener imagenes en 3D

Fig. 1.5 Esquema que representa la estrategia de incubacién para la
incorporacion del nanosistema AuN-PEG-FA dentro de las células
B16F10 para su posterior deteccion por micro-CT

12



> Hindtesi bieti

2.1Hipotesis

Es posible la deteccion ultrasensible de células tumorales por Micro-CT mediante

el uso de nanoparticulas de oro funcionalizadas con folato.
2.2 Objetivo General

Utilizar nanoparticulas de oro funcionalizadas con folato para detectar células

tumorales mediante Micro-CT.
2.30bjetivos especificos

1. Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de oro funcionalizadas con folato
(AuN-PEG-FA).

2. Determinar de la concentracion optima del nanosistema AuN-PEG-FA.

3. Determinar in vitro de la cantidad minima de células (B16F10-AuN-PEG-FA)

detectables en equipo Micro-CT.
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3. Materiales y Métodos

Materiales

Para este trabajo se utilizaron los siguientes materiales: Sal aurica (HAuCl4) (P.M.
339,79), 1l-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) (P.M. 191,7), N-
hidroxisuccinimida (NHS) (P.M. 115,09), citrato trisddico dihidratado
(NasCeHsO7-2H20) (P.M. 294,1), acido folico (P.M. 441,4), buffer fosfato salino
(PBS)(Sigma-Aldrich) y buffer MES (Sigma-Aldrich). Los polimeros HS-PEGsoo0-
COOH y HS-PEGs000-OMe (P.M. 5000) fueron obtenidos por la empresa Jenkem
Technology desde Beijing, China.

Para el cultivo celular, se usoé la linea celular de melanoma B16F10, adquirida por
medio de ATCC. El medio de cultivo utilizado fue RPMI 1640 (GIBCO, USA)

Previo a la sintesis de AuN's, todo el material de vidrio utilizado debié estar limpio y
libre de cualquier posible contaminante, para esto se dejé en una solucién de Extran
al 2% durante una noche; al dia siguiente se enjuag6 con agua, para posteriormente
hacer un lavado con una solucién de agua regia (3:1 HCI/HNOs) por un tiempo de
30 minutos. Finalmente, se realizaron lavados sucesivos con agua Milli-Q
(18,2MQcm).

Cabe agregar que todas las soluciones empleadas en este trabajo fueron

preparadas con agua Milli-Q [51, 52].
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3.1 Sintesis de nanoesferas (AuN)

La obtencién de AuN’s de un tamafio cercano a los 12nm se llevo siguiendo el
protocolo descrito por Levy R. y Cols [53], basado en la sintesis descrita por
Turkevichy Cols [54], que consiste en la reduccién de la sal durica HAuCl4 con citrato

trisédico como agente reductor y estabilizante.

Primero, se prepararon 100 mL de una solucién acuosa de HAuCls 1mM (Aldrich,
pureza 99,9%, P.M. 339,79) en un matraz de fondo redondo de 2 bocas de 250 mL.
El matraz se coloco en una manta calefactora, con agitador magnético, y se conecto
a un sistema de reflujo simple. Luego de lograr una agitacion continua, se cubrio
con papel aluminio para proteger la reaccion de la luz, y se calent6 a reflujo

constante a una temperatura cercana a los 190°C por 10 minutos.

Paralelamente, se preparé una solucién de citrato de sodio (NasCeHsO7 *2H20;
Aldrich, pureza 99%, PM 294.1g/mol) en una concentracion de 38,8 mM, la cual se
calentd por microondas, hasta que la solucion alcanzé una temperatura cercana a
los 60°C. Se tomd un alicuota de 10 mL y fue adicionada rapidamente al balén de 2
bocas donde se encontraba la solucion de AuN’s. La mezcla en agitacion constante
(manteniendo el reflujo) por exactamente 30 minutos, posterior a la adicion de
citrato. Luego el balon fue retirado de la manta calefactora y se dejo enfriar a
temperatura ambiente. Una vez fria la solucion de AuN’s, esta fue filtrada con un
filtro de PVDF de 0,45 um, se ajusté el pH final cercano a 9 y fueron almacenadas
a4 °C. [53, 55]
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3.2 Conjugacion de nanoesferas con PEG y Acido Fdlico (FA)

3.2.1 Conjugacion de AuN’s con PEG

>

" PEG-Ome 50 pL L],

| | \ =N Eliminar

. | ' 5 \ sobrenadante
Agitacion Centrifugacion
10 minutos % 16.100G

—_— _— _—
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N \ PEG-COOH

i 4, o 300 pL
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-—

Volumen final 50 minutos

de2ml

Fig. 3.2.1 Esquema de conjugacién de AuN’s con SH-PEG5000-OMet y SH-
PEG5000-COOH

La conjugacion de las AuN’s con PEG (Fig. 3.2.1) se realizo depositando 4,5 mL de
AuN’s en un vial, al cual se le adicionaron 6,5 mL de una solucién de citrato de sodio
1,2 mM, logrando una concentracion final de AuN’s cercana a 5mM. Paralelamente,
se pesaron 0,5 mg de SH-PEG5000-OMe (JenKem Technology) y 1,75 mg de SH-
PEG5000-COOH (JenKem Technology), que fueron disueltos en 100 y 350 uL de
agua Milli-Q respectivamente[36].

Bajo agitacion constante, primero fueron agregados 50 ulL de la solucion SH-
PEG5000-OMe y se dej6 reaccionar por 10 minutos. Luego se alicuotaron en 10
tubos eppendorf (ImL por tubo) y fueron centrifugados a 16.200 RCF por 50
minutos. Posterior a eso, se tomaron los pellets y se resuspendieron en 10 mL de
agua Milli-Q, al que se le adicionaron 300 uL de la solucién de HS-PEG5000-COOH,
y se dejo reaccionar por 60 minutos, se alicuotaron en 10 tubos eppendorf (1mL por
tubo) y centrifugados a 16.200 RCF por 50 minutos. Se recuperaron los pellets y

fueron resuspendidos en 2 mL de buffer MES 0,1M a pH 5,5.
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3.2.2 Conjugacion AuN’s con acido félico

EDC/NHS en FA en 500 uL de
5 500uL de buffer 2 PBS
MES pH=5.5
< / S AN
. Centrifugacién S Centrifugacion Agitacién .
16.100G Sonicacién 16.100G 300 rpm
_ _ B _
. \ / ; . [
50 minutos \ / 15 minutos 50 minutos \ / 3 horas
\“ "’

3 centrifugaciones
- a 16.100 G (30 min c/u)

\ / Re-suspendiendo el pellet en Agua Milli-Q
o/

Fig. 3.2.2 Esquema de conjugacion de AuN’s con acido folico

Para la conjugacion de las AuN’s con acido félico se tomaron 20 mL de las AuN-
PEG (Fig. 3.2.2) obtenidas anteriormente y se centrifugaron a 16.100 G durante 50
min. El pellet obtenido se resuspendio en buffer fosfato y se mantuvo bajo agitacion
constante. Paralelamente, se masaron 2,5 mg de EDC y 6,25 mg de NHS, los cuales
fueron disueltos en 250 uL de buffer MES 0,1M. La solucion resultante se agrego al
pellet de AUN-PEG-COOH/OMe para activar el grupo COOH (Fig. 3.2.3) y se dej6
interactuar durante 15 min. La mezcla se centrifug6 a 16.100 G durante 60 minutos
para retirar el exceso de EDC/NHS. Posteriormente, se agregé al pellet 1 mg de
folato disuelto en 100 yL de PBS y se dej6 interactuar durante 3 horas. Finalmente,
las AuN-PEG-FA resultantes fueron centrifugadas a 16.100 G durante 60 min (3

veces) para eliminar el folato no unido.
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Fig. 3.2.3 Esquema de la reaccion de acoplamiento 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC)/ N-hidroxisuccinimida (NHS).

3.3 Caracterizacion de nanoparticulas de oro (AuN’s) y sus conjugados AuN-
PEG, AuN-PEG-FA

Para la caracterizacion de los nanosistemas se utilizaron las técnicas de

espectrofotometria UV-visible, DLS y microscopia STEM que seran detalladas a

continuacion:

3.3.1 Espectrofotometria UV-visible (UV-vis)

Esta técnica se utilizé con la finalidad de observar la banda correspondiente al
plasmén caracteristico de las AuN’s. Se tomo una alicuota de 100 uL de la solucién
de AuN’s y se llevé a 1000 uL en una cubeta plastica de 1 cm y se analiz6 en el
espectrofotometro de doble haz, Perkin EImer modelo Lambda 25 UV, en el rango
de longitud de onda de 400 a 700 nm, utilizando como blanco agua Mili-Q. De igual
forma, para las AuN'’s conjugadas con HS-PEG y HS-PEG-FA, se tomé una alicuota
de 100 uL de solucion y se llevd a 1000 pL en una cubeta plastica de 1 cm, utilizando

agua Milli-Q como blanco.
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3.3.2 Dispersién dindamica de la luz (DLS)

Se determiné el diametro hidrodinamico e indice de polidispersion por dispersion
dinamica de la luz (DLS), utilizando el equipo Zetasizer Nano ZS (Malvern) que
opera a una longitud de onda de fuente de luz de 633 nm y un &ngulo de dispersion
fijo de 173°. Se colocaron 100 uL de solucion HS-PEG y HS-PEG-FA (en cubetas
separadas) y se completaron a un volumen de 500 pL en cubetas de camino 6ptico
de 1 cm. Cada muestra se midié un minimo de 3 veces por cada una. Los resultados
de las mediciones se expresan en términos diametro hidrodinamico (DhzSD) e

indice de polidispersion (Pdi).

Se determind el potencial zeta (indicativo de la carga superficial del nanosistema)
de las AuN’s, AuN-PEG y AuN-PEG-FA, utilizando el equipo Zetasizer Nano ZS
(Malvern). Se prepararon soluciones diluidas de AuN’s, AUN-PEG y AuN-PEG-FA
(100 pyL AuN’s/AuN-PEG/AuN-PEG-FA + 900 pL de agua Mili-Q), se tomaron
alicuotas de 900 uL de cada solucion (por separado), y fueron cargadas en celdas
DTS1070, realizando un minimo de 3 mediciones por muestra. Los resultados se

expresan en términos de potencial zeta (mV + SD).

3.3.3 Microscopia electronica de transmision (modo STEM)

Con la finalidad de confirmar la morfologia y tamafio de las nanoparticulas se
realizaron observaciones de microscopia electronica de barrido con médulo de
transmision. Para realizar esta caracterizacion se deposité una gota de 20 pL del
nanoconjugado sobre una rejilla de cobre de 200 mesh recubierta con el polimero
formvar. Se realizaron 2 lavados con agua milli-Q. Posterior a esto, se agrego6 acido
fosfotungstico al 1% para tefir toda la materia organica que rodea a la nanoparticula
producto de la funcionalizacién. A continuacion, se retir6 el exceso de acido
fosfotungstico y se dejaron secar las rejillas toda la noche a temperatura ambiente.
Transcurrido el tiempo, las muestras se observaron al microscopio FEI Inspect 50
empleando una aceleracion de los electrones desde 20kV utilizando el modo STEM.
Finalmente, se midieron 100 particulas en las micografias obtenidas empleando el
programa ImageJ, posteriormente estos datos se representaron como histogramas

de tamafo como Frecuencia Relativa (%FR) vs diametro.
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3.4 Determinacion de la concentracion optima de AuN’s

Para determinar una concentracion apropiada de AuN-PEG-FA (para su posterior
cultivo en células B16F10) se realiz6 una curva de calibracion (por triplicado) para
determinar la sensibilidad del equipo. Se prepararon concentraciones de 2,3,4,5,6 y
12 nM de AuN’s, utilizando agua Milli-Q como medio dispersante. Se alicuotaron en
tubos eppendorf y se introdujeron en el equipo de microtomografia computarizada
(Micro-CT) SkyScan 1278 de la marca Bruker para obtener una reconstruccion en
3D.

3.5 Cuantificacién in-vitro de células B16F10 cargadas con AuN-PEG-FA

Para la cuantificacion de células B16F10, éstas fueron incubadas en 5 mL de medio
RPMI (10%SFB y 1% PS) en una placa de 25 cc. Luego de 24 Horas se les retir6 el
medio de cultivo, se realizaron 2 lavados con 2 mL de PBS, se utiliz6 tripsina 1X
para soltar las células de la placa. Se inactivo la tripsina utilizando medio de cultivo
RPMI, luego se retird todo el contenido de la placa y se traspaso a un tubo Falcon
de 15mL. Se centrifugd por 4 min a 4000G, se retir0 el sobrenadante y se
resuspendio6 el pellet en 1 mL de medio de cultivo RPMI. Se tomaron 2 alicuotas,
una para ser incubada con el nanosistema y otra para preparar el control, estimando
gue la cantidad final de células después de 24 horas fuera de alrededor de 6
millones de células. Esta alicuota fue cultivada con una concentracion de 4nM de
AuUN-PEG-FA. Luego de 24 horas, se utilizé tripsina 1X por un corto periodo de
tiempo para liberar las células desde su matriz. Se contaron utilizando la camara de
Neubauer, usando azul de tripan como colorante para evaluar indirectamente
viabilidad celular. Luego se colocaron en paraformaldehido (PF) al 4% a 4°C. Se
centrifugaron y fueron resuspendidas en PBS. Finalmente, se prepararon diluciones
de 100.000, 50.000, 25.000, 10.000, 5000 células en tubos eppendorf de 0,6 ml.
Luego, estos se introdujeron en el equipo de microtomografia computarizada (Micro-
CT) SkyScan 1278 de la marca Bruker para obtener una reconstruccién en 3D. Al

igual que en la determinacion de la concentracién 6ptima, se hicieron tubos control
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con agua Milli-Q y células resuspendidas en agua milli-Q, para esta ultima, se utilizd
una cantidad de 100.000 células no tratadas con nanoparticulas, estas células
recibieron el mismo tratamiento que las células que fueron incubadas con el
nanosistema AuN-PEG-FA. Para la cuantificacién de volumen, se utilizé el CTan

gue entrega el volumen en mms.

4 itad : -,

4.1Sintesis y caracterizacién nanoparticulas de oro funcionalizadas con folato
(AuN-PEG-FA).

Una vez obtenidas las

, 1.5 AuN
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_ B AuN-PEG
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especificamente) confirmando Figura 4.1 Espectros de absorcion de las nanoparticulas
, . de oro sin funcionalizar y funcionalizadas

asi la presencia de

nanoparticulas de oro con un tamafio de entre 10-20 nm. Al conjugar con PEG
(formando el complejo AuN-PEG) el plasmon caracteristico se a desplazado hacia
la derecha debido a la quemisorcién del PEG a la superficie de la nanoparticula
alcanzando un maximo de absorcion a los 522nm[32, 36]. Mientras que al conjugar
con el acido folico (formando el complejo AuN-PEG-FA) el plasmon se ve

desplazado a 524 nm [56].
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En segunda instancia, se midié el potencial zeta de las particulas sintetizadas con
la finalidad de evaluar la carga superficial de los nanosistemas y analizar los
cambios en su carga en los sucesivos pasos de funcionalizacién del nanosistema.
Como resultado, se observa que todos los nanosistemas, exceptuando las AuN-
PEG-FA, tienen valores de potencial zeta negativos (tabla 1). Esto se debe a que el
citrato utilizado en el proceso de sintesis se adsorbe sobre la superficie de la
nanoparticula (AuN) y la estabiliza, contrarrestando las cargas superficiales
positivas de algunos &tomos de oro (con carga positiva) presentes y dejando
finalmente a estas particulas con carga negativa [57]. Cuando conjugamos el
nanosistema con PEG-OMe y PEG-COOH (AuN-PEG-COOH/OMe) vemos un
cambio en el pZ del nanosistema debido a que se esta desplazando el citrato y se
estan adsorbiendo las moléculas de HS-PEG-COOH. La carga se acerca mas hacia
la neutralidad en comparacién al sistema con citrato, pero continta siendo negativa

debido al PEG-COOH, el cual al pH (7) de la medicidén presenta carga negativa.

Nanosistema Dh (nm)+=SD | Pdi | pZ(mV)xSD
AuN’s 19+1 0,24 -19+1
AuN-PEG-COOH/OMe 281 0,26 8+1
AuN-PEG-FA 34+3 0,32 4+3

Tabla 1. Dhy pZ en las diferentes etapas de funcionalizacion de las nanoparticulas.
Las medidas se hicieron a pH=7

A medida que se van funcionalizando las nanoparticulas, su didmetro hidrodinamico
aumenta lo que se relaciona con las etapas de funcionalizacion.

Finalmente, al funcionalizar con acido félico (FA) el complejo toma un valor de
potencial Z positivo, alcanzando su tamafo hidrodinamico maximo final y una
estabilidad en medio mucho mayor que las nanoparticulas sin funcionalizar. El valor
positivo del potencial Z final podria atribuirse a que el acido félico posee 2 grupos
carboxilos, de los cuales 1 de ellos (Fig. 4.1.1, Carboxilo A) se encuentra
desprotonado a pH 7, confiriendo asi a la nanoparticula sélo de 1 carga negativa.
La adicion de distintos PEG’s cumple con la finalidad de aumentar su estabilidad,

debido al impedimento estérico que producen las largas cadenas de PEG’s y
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también por la repulsién eléctrica propias de las nanoparticulas. Asimismo, los
PEG’s aumentan la biocompatibilidad debido a que reducen las interacciones de las
nanoparticulas con las proteinas del plasma reduciendo asi la captacién por
macrofagos y la subsecuente retencion en 6rganos del sistema reticuloendotelial
[36].

Cabe destacar que las AuN’s se encuentran en citrato, y su estabilidad esta dada
principalmente por la repulsion eléctrica que se produce entre las mismas particulas
por su carga superficial. Por otra parte, el HS-PEG-OMe no posee carga formal,
mientras que el HS-PEG-COOH solo tiene una carga formal. Por lo tanto, al
conjugar las AuN’s con los distintos PEG’s se logra una disminucion de la carga

superficial debido al desplazamiento del citrato el cual tiene tres cargas negativas.

Con respecto al diametro hidrodinamico, este es mayor que el diametro observado
por STEM, debido a la presencia de la capa de hidratacién y la presencia de iones
adheridos a la superficie de la nanoparticula. Por esto es que al adicionar PEG,
aumentan las interacciones de la nanoparticula con el medio, aumentando asi el

didmetro hidrodinamico.

La unién del nanosistema AuN-PEG al acido félico se realiza por el terminal amino

del acido folico y el terminal carboxilo del nanosistema.

Se ha reportado que la unién del acido félico a la nanoparticula debe realizarse por
el terminal carboxilo de este, debido a que el terminal amino participa en el

reconociendo de la molécula por parte del receptor FOLR1 [58].

23



OMe

ﬁir%

OMe
Fig. 4.1.1 Nanosistema AuN-PEG-

Pese a que en este trabajo se realiz6 la conjugacion a través del amino terminal, no
se impidi6 el reconocimiento del nanosistema AuN-PEG-FA (Fig. 4.1.1) por parte
del receptor FOLR1, esto puede ser debido a que la unién por el amino terminal no
disminuye completamente la interaccién de este con el receptor [58]. Al igual, los
dos grupos carboxilos del acido fdlico interaccionan con el receptor FOLRI1,
compensando asi la utilizacion del amino terminal como punto de unién, permitiendo

gue la nanoparticula ingrese junto al acido folico.
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Figura 4.1.2 Imagen obtenida por Microscopia electrénica (STEM) del
nanosistema AuN-PEG-FA (A); Histograma de la Frecuencia relativa vs diametro
del nanosistema AuN-PEG-FA (B). Para el histograma se contabilizaron 150
nanoparticulas.

Finalmente para confirmar la morfologia y tamafio de las nanoparticulas se realizé
microscopia electrénica de barrido con modulo de transmision. Como se indica en los
histogramas de tamafio , el diAmetro promedio del nanosistema final es de 10 nm(Fig 4.1.2).
Cabe destacar que los tamafios observados por STEM son menores que los obtenidos por
DLS (Tabla 3). Esto se debe a que el DS determina el diametro hidrodinamico de la
nanoparticula el cual considera la capa de hidratacién y los iones adheridos a la superficie
de la nanoparticula. En relacion a la morfologia y la dispersién de los nanosistemas, se
pudo observar que poseen la misma forma una poblacion de tamafios homogénea entre las
particulas, lo cual concuerda con lo observado por DLS (Tabla 3).
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4.2 Determinacioén de la concentracion optima de AuN'’s

Mediante una reconstruccion en 3D (Anexo I) se determiné cudl era la concentracion
Optima de nanoparticulas a utilizar en los ensayos in vitro. Para esta determinacion
se utilizé como control un tubo que solo contenia agua Milli-Q. Todos los tubos
examinados contenian un volumen de 200 uL de suspensiéon de AuN'’s, esto quiere
decir que el maximo volumen que se puede detectar utilizando esta técnica es de
200puL de AuN'’s.
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Fig. 4.2.4 Grafico de Concentracion de nanoparticulas v/s volumen

Del grafico (Fig. 4.2.4) es posible interpretar que la concentracion minima optima
para detectar el volumen completo de 200uL de AuN’s es la concentracion de 4nM,
la cual tiene una diferencia significativa (P <0.0001) con respecto al control. La
concentracion de 2nM presenta mucha variacion en los resultados, esto puede ser
debido a que al estar tan diluidas las nanoparticulas estas presentan un mayor
grado de movimiento dentro de la suspension, haciendo que la atenuacién de rayos
X sea irregular y poco eficiente. No existen diferencias significativas a

concentraciones mayores a 4nM, por lo tanto, estadisticamente no hay diferencia
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de detecciéon de volumen a concentraciones mayores, es decir, a partir de 4nM en

adelante el equipo es capaz de detectar el volumen completo al interior del tubo.

Es posible apreciar un pequefio descenso en la curva a partir de 4nM, el cual puede
atribuirsele a errores de manipulacién de la muestra al preparar las soluciones o
pérdida de volumen por evaporacion al momento de ingresar las muestras dentro

del equipo.

4.3 Cuantificacion in-vitro de células B16F10 cargadas con AuN-PEG-FA

Para la cuantificacion de células utilizando la camara de Neubauer se utilizo el
colorante azul de tripan, el cual permite diferenciar células vivas de las muertas bajo
el principio de permeabilidad de la membrana celular, es decir, que el azul de tripan
no atraviesa la membrana de las células vivas mientras que las células muertas se
tiien de forma completa. En nuestro caso se agreg6 el azul de tripan y se visualizé
mediante microscopio la tincion, tiiéndose solo de forma externa, manteniendo un
centro blanco, indicando que las células se encuentran viables. Se contabilizaron
promediando por cuadrante alrededor de 1200 células, lo cual indica que la
concentracion final de células sacadas de cultivo es de alrededor de 6 millones de
células por mL. Para células control se realizé el mismo procedimiento, al igual que
las células cultivadas con el nanosistema, mostraron un halo azul y un centro
blanco, indicando que las células son viables. Se contaron de la misma forma
promediando aproximadamente 400 células por cuadrante, lo cual indica que la
concentracion final de células sacadas de cultivo es de aproximadamente 2 millones

de células por mL.

Mediante la reconstrucciéon en 3D (Anexo Il), se logré determinar cual era la minima
cantidad de células detectables por el equipo. Al igual que en la determinacién de
la concentracion Optima, se hicieron tubos blancos con agua milli-Q y células
resuspendidas en agua milli-Q. Para el tubo control con células, se utilizé una

cantidad de 100.000 células no tratadas con nanoparticulas.
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Para diferenciar con mayor claridad las células cargadas con el nanosistema AuN-
PEG-FA por sobre el resto de los elementos, se le asigno el color rojo (Anexo Il, Fig.
2) al contraste producido por las nanoparticulas y el color azul a todo el resto de los

elementos a excepcion de la espuma, para no entorpecer el andlisis de la imagen.

Agua Control 5.000 10.000 25.000 50.000 100.000

Figura 4.3 Imagen con la opacidad ajustada para aislar la atenuacién de las
células cargadas con el nanosistema AuN-PEG-FA (en rojo).

Al tener nuestro nanosistema B16F10-AuN-PEG-FA coloreado es posible realizar la

medicién de volumen utilizando el programa CTan.
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Figura 4.3.5 Grafico de Numero de células cargadas con nanosistema
AuN-PEG-FA vs Volumen detectado

Las concentraciones celulares de 100.000 y 50.000 tuvieron diferencias
significativas (P<0,0001) con respecto al control. Finalmente, la concentracién de
25.000 células es la concentracién de células mas baja detectable por el equipo,

con una diferencia significativa con respecto al control (P<0.001).

Esta cantidad de células detectadas por esta técnica corresponderia a la cantidad
de células que habria en un tumor de 0,25mm de didmetro [16]. Cabe destacar que
el equipo utilizado para la medicion no es el mas sensible, ni el de mejor resolucion,
sin embargo, mediante la utilizacion de nanoparticulas de oro (AuN-PEG-FA) fue
posible obtener mejores resultados que con un equipo que tiene el doble de

resolucién y que utiliza el doble de potencia para la obtenciéon de imagenes [15].

Se espera que el uso de esta técnica en ensayos in vivo tenga buenos resultados,
ya que existe evidencia cientifica que respalda la capacidad que tienen los equipos
de micro-CT de detectar células previamente cargadas con nanoparticulas [34]. No
es posible extrapolar los resultados obtenidos de manera in vitro en este trabajo a
un sistema in vivo debido a las condiciones y variables que tiene este ultimo
(distribucion, metabolismo y excrecion de las nanoparticulas) como asi también

disposicion de las células tumorales en el mismo tumor.
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5. Conclusiones y Perspectivas

A partir de los resultados entregados por el espectrofotometro UV-Vis y el
DLS, se puede concluir que fue posible sintetizar y caracterizar de manera
exitosa las nanoparticulas y sus distintas funcionalizaciones posteriores,
logrando un nanosistema (AuN-PEG-FA) estable que es posible utilizar en

experimentos in vitro.

Fue posible determinar con éxito cual es la concentracion minima de
nanoparticulas detectables, utilizando el equipo de micro-CT, la que
corresponde a 4nM. Lo que posibilita detectar el volumen completo de la
suspension, no existiendo diferencias significativas en la deteccion de

volumen, con respecto con concentraciones mayores.

Fue posible detectar con éxito de manera ultrasensible una cantidad minima
de células utilizando el equipo micro-CT, la cual es de 25.000 células, lo que

corresponde a un tumor de aproximadamente 0,25mm.

En trabajos posteriores se espera estudiar de manera ex vivo e in vivo la
cantidad minima de células que es posible detectar de manera ultrasensible

utilizando un equipo de micro-CT.
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Intensidad

Anexo |

Determinacion de la Concentracion 6ptima de nanoparticulas

Para la determinacién de la concentracion 6ptima de AuN’s y para la cuantificacion
de células cargadas con el nanosistema AuN-PEG-FA se realiz0 el siguiente analisis

de los histogramas entregados por el equipo de micro-CT.

El histograma (Fig. 4.2.1)
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l

nos entrega informacion

sobre un aumento de la

Maximo 2 Maximo 3 atenuacion de rayos X a
l l medida que nos
/ desplazamos por el eje X

hacia la derecha.

Mientras que al

desplazarnos por el eje Y

aumentamos la

0 P 65535 . .
Atenuacién intensidad. Cabe sefialar

Fig. Al1.1 Histograma con opacidad ajustada dela ~ aumentan en funcion de

solucién de nanoparticulas la cantidad de muestra

gue haya dentro del equipo, es decir, los maximos son representativos de lo que

analizé y no se visualiza un aumento de estos si agregé mas muestra.

En este histograma (Fig. A1.1) es posible identificar 3 maximos caracteristicos. El
primero de ellos es el maximo de atenuacion de la espuma que contiene los tubos,
la cual tiene una baja atenuacién para evitar interferencias con las reconstrucciones
posteriores. El segundo maximo de atenuacidén caracteristico es el del tubo
eppendorf que contiene las suspensiones. Finalmente, el tercer maximo de
atenuacion esta compartido entre el agua y las nanoparticulas. Para poder
diferenciar y aislar la sefial de las nanoparticulas por sobre el resto de los elementos
dentro del andlisis, es necesario ajustar la opacidad, que dentro del histograma se
ve representada por la linea violeta.
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Todo lo que esté bajo esta linea o0 a la derecha de ésta sera visible, en este caso,
estara en el rango de las 26.000 y 27.000 unidades de atenuacion.

Al realizar todos los procedimientos anteriores, se obtiene una imagen (Fig. Al1.2)
donde se puede observar claramente (coloracion gris) las nanoparticulas en
suspension. Con la finalidad de mejorar el analisis, se le otorg6 la coloracién roja a

las nanoparticulas y la coloracion azul a los tubos (Fig. A1.3)

2nM 3nM 4nM 5nM 6nM 12nM

Fig. A1.2 Imagen con la opacidad ajustada para aislar la atenuacion de las
nanoparticulas.
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Fig. A1.3 Histograma con la opacidad ajustada,
nanoparticulas en color rojo y tubos en color azul.

En el histograma (Fig. A1.3) todo lo que esté bajo y a la derecha de la linea violeta
sera coloreado de color rojo, mientras que, hacia la izquierda, sélo la pequefia
porcién bajo la linea violeta sera coloreada de azul (La linea verde que aparece en
la parte inferior esta configurada para no entregar coloracion) proporcionando una

imagen (Fig. Al.4) apta para el analisis de volumen utilizando el programa
recomendado por el fabricante (CTan).

2nM 3nM 4nM 5nM 6nM 12nM

Fig. A1.4 Imagen con la opacidad ajustada, nanoparticulas en color rojo y tubos en color azul.
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Anexo |l
Cuantificacién in-vitro de células B16F10 cargadas con AuN-PEG-FA

Para la cuantificacion de células se realiz6 el mismo procedimiento para analizar las
imagenes. Para poder diferenciar y aislar la sefial de las nanoparticulas (Fig. A2.1)
por sobre el resto de los elementos dentro del andlisis, es necesario ajustar la
opacidad, que dentro del histograma se ve representada por la linea violeta (Fig.
A2.2). Todo lo que esté bajo esta linea o a la derecha de ésta sera visible, en este

caso, estara en el rango de las 26.000 y 27.000 unidades de atenuacion.

Agua Control 5.000 10.000 25.000 50.000 100.000

Fig. A2.1. Imagen con la opacidad ajustada para aislar la atenuacion de las de
las células cargadas con el nanosistema AuN-PEG-FA. Las células cargadas
con el nanosistema aparecen en color gris

Intensidad

65535

’ Atenuacion ’
|

Fig. A2.2 Histograma con opacidad ajustada, células cargadas
con el nanosistema AuN-PEG-FA en rojo y tubos en color azul.
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Agua Control 5.000 10.000 25.000 50.000 100.000

Fig. A2.3 Imagen con la opacidad ajustada para aislar la atenuacién de las de las
células cargadas con el nanosistema AuN-PEG-FA (en rojo).

Cabe senalar que, al fijar la opacidad en el rango anteriormente descrito, ni el agua
ni el control con células no marcadas atenuaban rayos X (Fig. A2.1), por tanto, es
posible apreciar que los controles no atendan los rayos X, apareciendo los tubos
vacios (Fig. A2.1).

En el histograma (Fig. A2.2) todo lo que esté bajo y a la derecha de la linea violeta
sera coloreado de color rojo, mientras que, hacia la izquierda, solo la pequefa
porcién bajo la linea violeta serd de color azul (La linea verde que aparece en la
parte inferior estd configurada para no entregar coloracién) proporcionando una
imagen (Fig. A2.3) apta para el analisis de volumen utilizando el programa

recomendado por el fabricante (CTan).
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