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1. Resumen

La hipertermia magnética para el tratamiento de tumores es una alternativa terapéutica
que se comenzo a estudiar hace ya muchos anos, con el fin de encontrar una nueva he-
rramienta para la terapia antitumoral menos agresiva que las ya conocidas.

Se sintetizaron nanoparticulas magnéticas de magnetita (Fe;O,4) de aproximadamente 11
nm de diametro mediante co-precipitacién en medio acuoso. La superficie de las nanopar-
ticulas se funcionalizaron con 3aminopropil triethoxisilano (APTS) y acido folico (AF) para
direccionamiento en células tumorales que sobreexpresen el receptor folato. Estas na-
noestructuras tienen una disipacion de calor caracterizada por un valor de SpecificAb-
sorptionRate (SAR) de 7.53 W/gFe para la termoterapia magnética bajo la accién de cam-
pos de radiofrecuencia en condiciones clinicas (100 kHz y 5 kA/m).

La experimentacion in vitro con la célula LM3 (Malignant neoplasms of the mouse mam-
mary gland (NCIt: C21678). https://web.expasy.org/cellosaurus/CVCL_D269)permitié de-
mostrar la disminucion de la viabilidad celular un 6-7% luego del contacto con nanoparti-
culas magnéticas durante 24 horas y posterior aplicacion de campo magnético, respecto

del control no expuesto al campo.

Palabras clave: Hipertermia magnética, nanoparticulas, magnetita, termoterapia antitu-

moral, acido fdlico.

2. Introduccién nueva herramienta para la terapia anti-
El tratamiento de tumores con calor, hi- tumoral menos agresiva que las ya cono-
pertermia, es una alternativa terapéutica cidas. En la década del 80 se demostré
que se comenzé a estudiar hace ya mu- que el tratamiento de tumores con eleva-

chos afos, con el fin de encontrar una cién de temperatura por encima de los 42
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°C durante una hora inhibe la prolifera-
cion maligna a través de la induccion de
muerte celular por necrosis y/o apopto-
sis"2. Si bien este hallazgo desperté una
nueva posibilidad para la terapia del can-
cer, los métodos disponibles para lograr-
la (rayos laser, radiaciones ionizantes y
microondas) no pudieron ser utilizados
en forma selectiva debido a la aplicacién
externa que afectaba tanto al tejido tumo-
ral como a las células sanas circundan-
tes. Avances posteriores posibilitaron el
uso de nanoactuadores que dieron lugar
a nuevas modalidades en la terapia on-
colégica que la generacion del calor
dentro del tumor y no afuera del cuerpo,
es decir estas modalidades son menos
invasivas y localizadas. En la termotera-
pia la modalidad que hace uso de
nanoactuadores magnéticos es la hiper-
termia magnética (HM)°. Se utilizan na-
noestructuras magnéticas, en general
nanoparticulas magnéticas de oxidos de
Fe (magnetita y maghemita) de diversas
formas, tamanos y/o estructuras tipo ca-
rozo/capa. En estas técnicas el material
absorbe energia de un campo oscilante
de frecuencia en el rango de las radiofre-
cuencias para luego liberarlo al medio
circundante en forma de calor.La investi-
gacion de los ultimos afos ha sido lleva-
da a cabo en fluidos magnéticos*’in vitro

en cultivos celulares que internalizaron

NPs (Hipertermia intracelular) e in vivo
en animales que presentan tumores. La
primera esta orientada a la generacion
de nanoparticulas biocompatibles que
presenten mayor disipacion de calor con
el fin de disminuir las dosis necesarias,
estableciéndose la meta de un valor de
disipacion especifica de 1 kW/gne°. La
experimentacién in vitro en cultivos de
células eucariotas ha indicado una incor-
poracion en endosomas del orden de 20
a 30 pg de 6xido de Fe/célula’. In vivo la
experimentacién ha revelado un impacto
distintivo a nivel celular y en la fisiologia
del tumor lo que favorece la combinacion
con las modalidades oncolégicas clasi-
cas de radio y quimioterapia.

La potencia disipada por estos nanoac-
tuadores produce el calentamiento selec-
tivo de las células cancerigenas, esta
selectividad se deriva en que la célula
cancerigena muera a temperaturas me-
nores que la célula sana debido a una
mayor perfusion. Los efectos patobiolégi-
cos, como la modificacion de la estructu-
ra normal de fosfolipidos, proteinas y
acidos han sido demostrados en expe-
rimentos in vitro para temperaturas supe-
riores a 42 ° C. Estos efectos conducen
al deterioro de la integridad de las estruc-
turas celulares, tales como el citoesque-
leto y mitocondrias, y afecta la sintesis

de macromoléculas, y la actividad de
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algunas enzimas, en particular de aque-
llas involucradas en los sistemas de re-
paracion del ADN?®

En general ha sido establecido que las
termoterapias asistidas con nanoactua-
dores se transformaran en un comple-
mento importante de las modalidades
oncoldgicas, aunque poco o limitado be-
neficio de sobrevida ha sido obtenido en
tratamientos clinicos® reforzando la idea
de que es necesaria un mejora en la
comprension detallada de este procedi-
miento. Cabe enfatizar, que la traslacion
a la clinica no se concreta debido a pro-
blemas sin resolver relacionados princi-
palmente con una drastica disminucion
en la eficiencia de calentamiento de las
nanoestructuras al ser incorporadas por
via intratumoral, situacion que lleva a un
descontrol en el planeamiento de la dosis
de nanoparticulas adecuada. Reciente-
mente, hemos encontrado evidencia ex-
perimental que indica que la drastica
disminucién en la eficiencia de calenta-
miento de las nanoestructuras al ser in-
corporadas por via intratumoral se rela-
ciona con la distribucion de las nanoes-
tructuras en el tumor'®, por lo cual propo-
nemos mejorar la distribucion incluyendo
una molécula ligando cuyo receptor se
sobreexprese en células tumorales.

El 4cido félico es un compuesto vitamini-

co de bajo peso molecular que ha de-

mostrado ser eficaz como agente de di-
reccionamiento de nanoparticulas contra
ciertos tipos de tumores tales como can-
cer de mama, pulmoén, riidn, ovario y
boca''que sobreexpresan el receptor de
acido folico. La sobreexpresion de este
receptor, junto a la baja concentracion de
dicha proteina en las células normales
hacen de éste una diana ideal para la
vectorizacion de nanoparticulas cargadas
con farmacos quimioterapicos'?,'® ™.

Cabe sefalar que la hipertermia magné-
tica se presenta como una herramienta
prometedora para el tratamiento local de
tumores solidos. De hechoexisten cen-
tros donde se realizan ensayos clinicos
en pacientes en Alemania y Estados
Unidos. Estos ensayos se realizan con
un aplicador de campo que opera entre 2
y 15 kA/m a una frecuencia de, 100 kHz.
Los ensayos en carcinomas de prostata y
pancreas estan en fase | (estudio de fac-
tibilidad) y los de glioblastoma multiforme
en fase de aprobacion'. Cabe sefalar
que, en este ultimo caso solo se ha obte-
nido una sobrevida de un afio y de 6 me-

ses para el caso de primer recurrencia.

3. Objetivos
El objetivo general del trabajo es contri-
buir al establecimiento de la Nanomedi-

cina en terapias oncoldgicas futuras.
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En particular mejorar la termoterapia
magnética utilizando direccionamiento
mediante el uso de la senalizacion ligan-
do de superficie — receptor celular.
Sintetizar estructuras magnéticas con
alta prestacion para disipacion de calor
bajo accion de campos de radiofrecuen-
cia en el rango biomédico.

En este contexto, se trabaja en la funcio-
nalizacion de la superficie de estas es-
tructuras magnéticas de fase magnetita
con acido félico, en la determinacion de
la induccién de muerte en respuesta a
campos alternos in vitro en células tumo-
res murinas, en el estudio de citotoxici-
dad y tasa de muerte celular luego de la
aplicacion de campo, para estimar el
efecto del tratamiento terapéutico en el

caso de la aplicacion intratumoral.

4. Materiales y métodos

4.1.Cloruro de Hierro (lll) hexahidratado
(FeClI3.6H20, 99%), Cloruro de Hierro
()} tetrahidratado (FeCl2.4H20,
99%),etanol absoluto, 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida  (EDC),
isopropanol, Triton X-100, 3aminopropil
triethoxisilano (APTS) deSigma Aldrich e
Hidréxido de amonio al 28% de Cicarelli.
3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) delLab-Tek 8, placa

de 95 wells y placas de cultivo de Ther-
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moScientific, dimetilsulfoxido
(DMSO),PBS 1X, acido clorhidrico (HCI),
acido nitrico (HNO3), tiocianato [SCN],
estreptomicina,
bovinode Sigma Aldrich. Medio DMEM/F-

12 de Invitrogen, HEPES de Promega,

glutamina ysuero fetal

agua destilada., acido félico (AF).

Sensor de temperatura, Equipo TM-905.
Termocupla Tipo K. Medidor de pH,
equipo TPA IV, de AUTRONIX con sen-
sor de punta de vidrio. Platina y agitador

magnético. Bomba de vacio mecanica.

4.2. Sintesis de nanoparticulas magné-
ticas (NPM)

Para la sintesis de las nanoparticulas
magnéticas 2.7450 g deFeCI3.6H20 vy
1.061 g de FeCl2.4H O fueron disueltas
en 50,00 ml de agua destilada cada una,
se agregan en balén de cuatro bocas. Se
lleva a 60 °C. Desde bureta se agregan 3
ml de NH40OH, se deja reaccionar 30
minutos con agitacibn magnética, se
agregan 72 ml de NH4OH por goteo, se
deja reaccionar durante 1 hora. El pro-
ducto obtenido se decanta con iman 0.1
T, se quita el sobrenadante y se lava 4
veces con 20 ml de agua destilada cada
uno™®

La concentracion de hierro total del ferro-
fluido se midié por espectrofotometria
UV-vis, midiendo la absorbancia en la

longitud de onda de 480 nm caracteristi-

2
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ca del complejo Fe-SCN en un espectro-
fotdmetro Shimadzu UV2600. Las alicuo-
tas medidas de la muestra se trataron
con HCI, y HNO3 en caliente para disol-
ver las nanoparticulas y oxidar el Fe(ll) a
Fe (lll), ya que este ultimo forma un
complejo (Fe(SCN)5 -2) soluble en fase
acuosa y que posee una coloracion muy
intensa que permite un limite de detec-
cion bajo. Se midieron soluciones de
concentracion conocida de hierro con las
cuales se construyd una curva de cali-
bracién y a partir de esta se puede cuan-
tificar el contenido total de hierro en las

muestras de nanoparticulas analizadas.

4.3. Caracterizacion de las NPM

Las micrografias TEM y las imagenes de
difraccién de electrones (ED) fueron ob-
tenidas utilizando un microscopio elec-
trénico JEOL JEM-1210, que funciona a
120 kV. Para este fin, se sec6 una gota
de coloide sobre una grilla de cobre re-
cubierto de carbono.

Las medidas de magnetizacion (M) en
funcion del campo magnético aplicado
(H) se realizaron a temperatura ambiente
utilizando un magnetometro de muestra
vibrante (VSM) Lake Shore 7404 opera-
do entre -1.8 y 1.8 T. Para la medida 50
pl de muestra se envasaron en sachet

termo contraible.
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Para la medida deSpecificAbsorptionRa-
te(SAR) se utiliz6 en equipo aplicador
portati de Campo Magnético Alterno
(AMF) 100 kHz, 117 Gauss o 9.3 kA.m-.
Las muestras se centraron en la bobi-
na.La temperatura fue medida para la
caracterizacion de los geles de NPs. Un
sensor de fibra oOptica se coloco en el
centro de la muestra conectado a un
acondicionador de sefal calibrado
(Neoptix) con una precision de + 0.1 °C.
La temperatura fue detectada durante

todo el experimento.

4.4. Funcionalizacion de las superfi-
cies de las NPM

La funcionalizacién de la superficies de
las nanoparticulas se llevo a cabo segun
el protocolo previamente descripto'’ de
Nanoparticulas secadas en bomba de
vacio durante 3.5 hs,60 mg de Nanopar-
ticulas fueron suspendidas en 0.15 ml de
APTS y 16.6 ml de Etanol absoluto. Se
deja en agitacion magnética durante 8
horas a temperatura ambiente.

La solucidn se decanta con iman 0.1T, se
quita el sobrenadante y se lava 4 veces
con etanol absoluto. Se resuspende en
2.5 ml de etanol absoluto.

50 mg AF y 18 mg EDC se disuelven en
2.5 ml de DMSO con agitacién magnéti-

ca, 30 minutos a temperatura ambiente.

2
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Se agregan 2.5 ml de la suspensién de
nanoparticulas y se deja con agitacion
magnética, 24 horas a temperatura am-
biente.

La solucién se centrifuga a potencia 4
durante 15 minutos, se descarta el so-
brenadante y se lava 3 veces con PBS
1X, pH=7.07.

La muestra se resuspende en 20 ml de

PBS 1X y se guarda en heladera.

4.5. Cultivo celular

Células LM3"®, malignas de ratén, son
mantenidas en botellas T25 con dos pa-
sajes por semana diluyendo 1/5 o 1/10,
segun ritmo de crecimiento y necesida-
des experimentales.

Medio de cultivo DMEM-F12 con 10 % de
suero fetal bovino, 2 mM de glutamina,
6g/L de HEPES 1X y 1 vol % antibiético
penicilina-estreptomicina (p/s,
10.000U/ml).

Medio de congelamiento 90% de SFB y
10 % DMSO, se descongelan aproxima-
damente 3 millones por criotubo y se
pasan a medio de cultivo con 20% de
SFB.

Las células fueron cultivadas en condi-
ciones estandar (37 °C, 5% CO; en
DMEM-F12 con 10 % de suero fetal bo-
vino, 2 mM de glutamina, 6g/L de HEPES

y antibiético (penicilina-estreptomicina).

TS CoL

4.6. Viabilidad celular y ensayos de
toxicidad

La viabilidad luego de 24 horas de expo-
sicibn a concentraciones variables de
NPs en solucién (10-200 pg.mL™) fue
evaluada usando el Test MTT. Para esto,
las células LM3 fueron sembradas en
placa de 96 wells a 60% de confluencia
antes de la adicién de NPS (APTS y AF,
100 pL) diluidas en DMEM-F12. Fueron
consideradas seis réplicas por condicion
(concentracién y tiempo de incubacién)
NPs con y sin AF.

Los Wells control consistian de células
no expuestas a NPs (control de 100% de
actividad metabdlica).

Luego del tiempo de incubacion, los We-
lls fueron vaciados, lavados tres veces
con PBS y luego expuestas a 100 uL de
DMEM-F12 conteniendo 10 vol % del
agente MTT (5 mg.mL™ en agua).

Luego de dos horas de incubacién con el
agente MTT, los Wells fueron vaciados,
secados (10 minutos) antes de la adicion
de 100 uL de la solucion de lisis celular
(90 vol % isopropanol, 10 vol % Triton X-
100, 0.1 vol% acido clorhidrico 37°C).

La absorbancia a 562 nm de los cristales
formados fue determinada en microplaca
(BioTeck pQuant (Gen

5™ software)) y se expres6 como un

de lectura

porcentaje de absorbancia de los Wells

control no expuestos a NPM.

2
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Los valores reportados son la media de
las seis réplicas, Las barras de error co-
rresponden al error de propagacion.

4.7. Experimentos de hipertermia
magnética en condiciones clinicas
(100 kHz, 117 Gauss 0 9.3 kA.m-1)
Estos experimentos fueron llevados a
cabo en equipo aplicador portatil de
Campo Magnético Alterno (AMF) con
conveccion forzada de aire para enfria-
miento, un dispositivo disefado y cons-
truido para permitir frecuencias y dimen-
siones de campo con amplitudes compa-
tibles con aquellos utilizados en ensayos
clinicos. El dispositivo tiene un receptor
cilindrico (30 mm diametro, 76 mm longi-
tud) para mantener el ejemplo dentro del
resonador inductor durante la aplicacion
de areats. En estos casos, las LM3 célu-
las se cultivan y se exponen al campo
magnético en Lab-Tek 8, (55 mm longi-
tud, 25 mm de ancho, 12 mm de altura).
Un soporte de plastico sirvi6 como un
bafo térmico donde se agrego agua tibia
(837 °C) para estar en contacto con el
Lab-Tek durante la aplicacion en el cam-
poO.

El Lab-Tek se centré entonces dentro del
inductor resonante para garantizar la
uniformidad del campo. Se emplearon
dos camaras Lab-Tek equivalentes, una

para estar expuesta al campo magnético

U AS oy

y la otra para no estar expuesta a él
(control sin campo). Previa aplicacion de
campo, se sembraron células LM3 (400
ML por well) en la camara de multiples
well y se dej6 que alcanzaran aprox. 60%
de confluencia dentro de una incubadora
de cultivo celular (37 °C, 5% CO2).
Posteriormente, se retird el medio celular
y se reemplazé con medio dopado con
las NPM modificadas con &cido félico a
una concentracién de 50 yg.mL-1 duran-
te 24 h. Los wells de control se expusie-
ron a medio celular sin NPM.

Después de 24 h, los wells se vaciaron,
se enjuagaron tres veces con PBS vy
después se expusieron a 400 ul de me-
dio celular antes de colocarlos dentro del
aplicador de AMF.

Se aplicaron tres ciclos de exposicién al
campo de 30 minutos (100 kHz, 117
Gauss 0 9,3 kA.m-1) seguidos de 10 mi-
nutos sin campo magnético, mientras
que el campo de control no se mantuvo
todo el tiempo dentro de la incubadora.

Al final de los tres ciclos, el ensayo MTT
se realiz6 como se explica en la seccién
de viabilidad y toxicidad de las células.
Se usaron 400 yL de DMEM-F12 que
contenia 10% en volumen del reactivo
MTT (5 mg.mL-1 en agua) y 200 uL de la
solucion de lisis por well.

Se empled un lector de microplacasBio-

Teck pQuant (software Gen 5TM) para

2
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medir la absorbancia a 562 nm. Los valo-
res de actividad metabdlica se expresan
como un porcentaje de la absorbancia
del control sin aplicacién del campo, re-
flejando asi el efecto de la aplicacién del
campo magnético sobre la actividad me-
tabdlica de cada condicién evaluada.
Estos experimentos se repitieron dos
veces con un mismo lote de NPM. Los
valores reportados son los medios de las
tres réplicas. Las barras de error corres-

ponden a la propagacién del error.

5. Resultados y discusion

5.1. Caracterizacion de la estructura
de las NPM

Mediante el analisis del patron de Difrac-
cion de Electrones (DE) se evidencio la
naturaleza de las nanoparticulas com-
probandose que la reaccién de sintesis
fue exitosa obteniéndose magnetita. El
patrén fue indexado con la estructura
cubica de la spinela inversa (grupo espa-
cial Fd3m, tarjeta de datos #750449).
Figura 1

NP201925-AP TS Magnetite
APTS

? (;4::' e "'.:‘\."'\
4z 1.47078 A (4.4,0)
5.

r————
' o -

] i
ok 3; z.oﬁdgu A(4,0,0)
= 2.50387 A (3.1,1)

94156 A (2,2,0)

Figura 1: Difraccion de electrones. Con-
firma que las nanoparticulas sintetizadas
son de Magnetita.

Pueden observarse particulas individua-
les de forma esférica y no se detecta
formacion de agregados durante la sinte-
sis. Una imagen representativa se mues-
tra en la Figura 2.

El diametro medio y la polidispersidad de
cada muestra se determinaron contando
y midiendo mas de 300 particulas a partir
de imagenes Microscopia de Transmision
de Electrones TEM con el software Ima-
ged. Una vez obtenido el histograma de
tamanos se ajustd una distribucion logno-

rmal.
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los grupos funcionales negativos tanto
del APTS como del AF.

El didmetro hidrodinamico de las nano-
particulas magnéticas funcionalizadas
con acido félico se evalué mediante Dis-
persién de luz dinamica (DLS), obtenién-

dose un valor medio de206 nm. Figura 4.

200

D=11.4nm
Sd=1.94 nm
150
Figura 2: Imagen TEM, de las nanoparticu-
las de magnetita. 0
L]
£ 100 -
Z
El diametro promedio obtenido para las
nanoparticulas fue de 11.4nm con una ]
desviacion estandar de 1.94.Figura 3
. . . 0 ¢ [ . 2 T
Mediante la medida del Potencial ¢, Ta- R A
bla 1, se pudo evidenciar la correcta in- D(nm)
corporacion del APTS y del AF en la su-
perficie desnuda de las nanoparticulas. Figura 3: Histograma obtenido a partir del
En primera instancia la unién del APTS ;;onteo de NPM observadas por microgra-
ias TEM.
dejo expuesto el grupo funcional (SiO-),
. L . Potencial
luego, la incorporacién del AF dejo ex- 6
. NPs 4.74
puesto el grupo funcional (COO-).
- NPs + APTS -5.47
Se puede observar que las superficies de
] NPs + APTS + AF | -24.17
las nanoparticulas desnudas posee car-

ga positiva, cuando se une covalente- Tabla 1: Valores de Potencial {evaluado en

mente el APTS la superficie adquiere los distintos pasos de la funcionalizacién de
las nanoparticulas.

carga negativa, mientras que en el paso
final, al incorporar a la superficie el AF, la
carga negativa se incrementa debido a
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Figura 4: Diametro hidrodinamico de nanoparti-
culas funcionalizadas con acido félico, obtenido

por DLS.

La capacidad de calentamiento de las
nanoparticulas de magnetita sintetizadas
y funcionalizadas con 4cido folico se eva-
lué en equipo AMF, en un gel de agarosa
que contiene 2mg de hierro uniforme-
mente distribuido. Del ajuste de la pen-
diente inicial se obtiene una pendiente
de 0.014 C/s de la cual se deriva la Tasa
de Absorcién Especifica (SAR del inglés
SpecificAbsorptionRate) de 7.53 Wi/gFe,

calculada con la siguiente ecuacion:
dr

C *
SAR = —2%
X
Siendo C la capacidad calorifica de la

agarosa 4.3 + 0.1 J cm-3 °C—1[Kfn3] y X

la concentracion de la solucién de nano-
particulas expresada en mgFe/ml.

Figura 5.

La caracterizacién magnética de las NPM

se realizd en la suspension coloidal
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acuosa. En la figura 6 se observa el
comportamiento caracteristico de un con-
junto de nanoparticulas superparamag-
neticas. No se observa coercitividad y los
datos fueron bien ajustados con una fun-
cion Langevin pesada con una distribu-
cion lognomal de momentos magnéticos,
que tiene en cuenta la distribucion de
momentos de las nanoparticulas debido
a la distribucion de tamafos. De este
analisis se obtiene la magnetizacién de
saturacion de las NMP funcionalizadas
con AF de 88.5759 emu/gFe. Esta pro-
piedad es importante porque esta estre-
chamente ligada con la capacidad de

disipacion de calor de las NPM. Figura 6
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Figura 5: Ensayo de hipertermia en aplica-
dor de campo, bajo condiciones clinicas,
100 kHz, 117 Gauss 0 9.3 kA.m™ Curva de
calentamiento de NPMfuncionalizadas con
acido folico.
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5.2. Ensayos in-vitro de citotoxicidad
El ensayo in-vitro en células LM3 eviden-
ci6 que la toxicidad de las NPM funciona-
lizadas con AF es apreciable a concen-
traciones superiores a 50ug/ml. Fugura
7. Por este motivo se eligié 50 pg/ml co-
mo concentracion para el ensayo de in-
duccién de muerte celular por aplicacién
de campo alterno (hipertermia magnéti-
ca).

Las células expuestas a las NPM funcio-
nalizadas con AF y sometidas luego al
campo magnético pierden aproximada-
mente 6-7% de su viabilidad respecto del

control no expuesto al campo.

Figura 7: Histograma de viabilidad celular luego
de incubacién en contacto con NPM + AF du-
rante de 24 horas y posterior aplicaciéon de
campo magnético.

6. Conclusiones

Las nanoparticulas sintetizadas por el
método de co-precipitacion en medio
acuoso resultaron ser nano-agentes
prometedores para la aplicacion de hiper-
termia magnética en el tratamiento selec-
tivo del cancer. La funcionalizacién de la
superficie resultd exitosa, pudiendo apli-
carse dicho protocolo en futuros nano-
agentes.

Viendo los resultados del ensayo in-vitro,
donde en condiciones de aplicacion de
campos biomédicas la muerte celular
inducida in vitro fue muy baja, evaluamos

la posibilidad de continuar con el desa-
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rrollo de nano-agentes que posean mejo-
res valores de SAR, para esto se trabaja-
ra en la sintesis de nanoflowers, que
consten en nanoparticulas individuales
ensambladas y que posean momentos
magnéticos alineados en la misma direc-
cion, y su posterior funcionalizacién con
APTS y AF. A fin de evitar aumentar la
dosis de NPM o aumentar los valores de
amplitud de campo y frecuencia a valores

fuera del rango biomédico.
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