medigraphic Artonigs

ARTICULO ORIGINAL —

D.R. © TIP Revista Especializada en Ciencias Quimico-Bioloégicas, 10(1):14-20, 2007

PREPARACION Y EVALUACION IN VITRO DE NANOPARTICULAS
POLIMERICAS BIODEGRADABLES COMO AGENTE DE CONTRASTE
PARA ULTRASONIDO

Néstor Mendoza-Mufioz, Elizabeth Pifibn-Segundo,

Adriana Ganem-Quintanar y David Quintanar-Guerrero

Division de Estudios de Posgrado (Tecnologia Farmacéutica), Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan, Universidad Nacional Auténoma de México. Av. 1° de Mayo g/n, Cuautitlan Izcalli,
C.P. 54740, Estado de México. E-mail: nestormmO05@hotmail.com,
elizabethps75@yahoo.com.mx,, ganemg@hotmail.com, quintana@servidor.unam.mx.

RESUMEN

Los agentes de contraste para ultrasonido hasta ahora disponibles en el mercado, no permiten la deteccién
eficiente de tumores en diversos érganos, la miniaturizacién de este tipo de sistemas a escala nanométrica
podria resolver este problema. La finalidad de este trabajo fue la adaptacion del método de desplazamiento de
solvente que permitiera la preparacién de nanoparticulas “huecas”, a partir de la encapsulaciéon de un nicleo
sublimable (naftaleno), para después caracterizarlas desde el punto de vista de tamano, densidad y morfologia,
asf como llevar a cabo su evaluacién in vitro mediante un sistema de ultrasonido comercial. Las nanoparticulas
preparadas tuvieron un diametro entre 50-400 nm logrando una eficiencia de entrampamiento del 66.55% de
naftaleno. Mediante liofilizacién se retir6 un 98% de la cantidad de naftaleno encapsulada, sin embargo, de
acuerdo con las micrografias obtenidas por microscopia electronica de barrido y de transmisién no se evidencié
la presencia de huecos en la matriz polimérica ademas la densidad fue similar para las preparaciones con
naftaleno y nanoesferas formadas Gnicamente con polimero, por otro lado, los resultados de la evaluacion in
vitro sugieren un aumento en la ecogenicidad de las preparaciones que contienen nanoparticulas, en
comparacién con aquellas soluciones en donde no estan presentes.

Palabras Clave: Agentes de contraste, desplazamiento de solvente, liofilizacién, nanoparticulas, ultrasonido.

ABSTRACT

Ultrasound contrast agents available in the market do not allow the efficient detection of tumors in diverse
organs. The miniaturization of this kind of systems on nanometric scale could solve this problem. The purpose
of this work was to adapt the solvent displacement method in order to obtain the “hollow” nanoparticles from
the encapsulation of a sublimate nucleus (naphthalene), characterizing them for their size, density and
morphology. An in vitro evaluation by means of a commercial ultrasound system was also performed.
Nanoparticles with a diameter of 50-400 nm and an entrapment efficiency of 66.55% of naphthalene were
obtained. Lyophilization allow to take off 98% of the encapsulated amount of naphthalene, however, the
micrographs obtained by scanning electronic microscopy and transmission, did not demonstrate the presence
of pores or hollows in the polymeric matrix. In addition, the density of the preparations with naphthalene was
similar to the systems with nanospheres formed only by polymer. Nevertheless, in vitro results suggest an increase
in echogenicity for those preparations containing nanoparticles, in comparison with those solutions without
nanoparticles.

Key Words: Contrast agents, solvent displacement, lyophilization, nanoparticles, ultrasound.
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INTRODUCCION
na de las modalidades imagenolégicas con mayor

l ' aceptaciény usoenel ambitomédicoesel ultrasonido

(US), ya que presenta diversas ventgjas sobre otras
como losrayos X, laresonanciamagnéticanuclear y
latomografiacomputarizada. Algunasdeestasventajas
son: su bajo costo (tanto en equipo como en precio del estudio),
no esinvasivo, esen tiempo real y no usaradiacion ionizante'.

Sin embargo, laprincipal desventajadel diagnostico mediante
US esla dificultad de diferenciar entre el tejido anormal y €l
saludable debido alas propiedades aclsticas similares, por lo
gue, las sefiales recibidas producen imagenes que tienen bajo
contraste’. Esta situacion ha conducido a desarrollo de los
agentesdecontrasteparaUS(ACUS) loscual esestan di sefiados
conel objetivodeaumentar ladiferenciadesefia esentreel tejido
deinterésy susarededores. Un ACUS es un sistema capaz de
aterar la absorcidn, reflexion o refracciéon de las ondas
ultrasonicas®.

LosiniciosdelosACUSsereportanenlapublicaciondeGramiak
y Shah* (1968), quienesal inyectar verdedeindocianuroenaorta
de conejo obtuvieron un mejor contraste debido alas burbujas
deaire generadas por cavitacion. A partir de este hecho se han
propuesto diversos sistemas partiendo del principio de quelos
gasestienen menor densidad y mayor compresibilidad, que en
su conjunto son capacesdeaumentar |asefial acusticareflejada.
Actual mentelosACUSdisponiblesen el mercado secomponen
demicroparticulas de 3a 10 um de diametro “llenas’ deaireu
otros gases, estos sistemas reciben € nombre genérico de
microburbujas.

A pesar del avance que harepresentado laintroduccion de las
microburbujasparael diagndsti co ultrasdnico, alnnoesposible
ladeteccidneficientedetumores; estalimitacion estarel acionada
en parte con e actual tamafio de los ACUS comerciamente
disponibles. Se ha sugerido que la miniaturizacion de estos
sistemas podriamejorar |la capacidad para detectar tumores en
una gran variedad de 6rganos, como higado, rifién, pancreas,
etc.® Por otra parte, € tener particulas relativamente grandes
aumentaen mucho laposibilidad de presentar ef ectos adversos
talescomo latrombdlisisy lisiscelular, entre otros’.

Hastalafecha, muy pocos trabajos han sido publicados acerca
del desarrollode ACUSaescalananométrica. Wheatley y cols.”
(2004) lograronseparar por centrifugaci én poblacionesdetamario
nanomeétrico (450-690 nm) deunasuspensi éndemicroburbujas
obtenidas mediante sonicacién de una solucién de Span® 60y
Tween® 80 en presenciade octafluoropropano. Sinembargo, la
principal desventgja de estas “nanoburbujas’ es su poca
estabilidadinvitro. Adicionalmente, untrabaj o recientedeestos
mismos autores amplié la informacion acerca de este tipo de
sistemas, pero sin poder solucionar €l problemade estabilidad®.
Asimismo, Blochy cols.® (2005) han descrito lapreparacion de

ACUSde 740y 910 nm. Lametodol ogiareportadapor Blochy
colaboradores consistié en una modificacion de la técnica
empleaday patentadapor POINT Biomedical Inc. (2005) parala
preparacion de microburbujas de nitrégeno envueltas en una
doble pared, la exterior de naturaleza proteinicay la interior
compuesta por un polimero biodegradable, este ACUS se
denomind bi Sphere®y el trabaj o resultamuy interesante debido
alaincursiondelasnanoparticul aspoliméricascomo agentesde
contraste.

Por otra parte, las técnicas usadas para la elaboracion de
nanoparticulas a partir de polimeros preformados pueden ser
una aternativa para la elaboraciéon de ACUS de tamarfio
nanomeétrico, estas técnicas son utilizadas principal mente para
el desarrollo de sistemas acarreadores de farmacos. En ese
sentido, el método de desplazamiento de solventeesuno delos
mas difundidos debido aque esfécil y ssimple deimplementar.
Estatécnicafuedescritay patentada por Fessi y cols.*? (1998),
en este proceso, polimero, farmaco y, opcionalmente, un
estabilizante lipofilico son disueltos en un solvente semipolar
miscible con el agua, como acetona o etanol, esta solucion es
vertidaoinyectadadentro de unasol ucion acuosa que contiene
un estabilizante bajo agitacion magnética. Las nanoparticulas
son formadas instantaneamente por la rgpida difusiéon del
solvente, €l cua es eliminado mediante presion reducida. El
mecani smo deformacion delasnanoparticul as por estatécnica
ha sido explicado por la turbulencia interfacial que se genera
duranteel desplazamientodel solvente. Laviolentadifusiondel
solvente es debida ala mutua miscibilidad entre | os sol ventes,
entonces, glébulos de solvente probablemente de tamafio
nanométrico, sonformadosentornoalainterfase. Estosgldbulos
son rapidamenteestabilizados por €l agenteestabilizante, hasta
ladifusién completadel solvente!.

El objetivo de este trabgjo es proponer una metodologia para
elaborar nanoparticulas huecas las cuales puedan ser
potencia menteusadas como agentede contrasteen ultrasonido
mediantelaencapsulacion deun nicleovolétil, asi comollevar
a cabo la caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas
obtenidasy su evaluaciéninvitro en un sistemade ultrasonido
comercial.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Alcohol polivinilico (PVAL) Mw 26 000 y 98% hidrolizado
obtenidodeGlomarza(México); copolimerodeécidol actico-co-
glicdlico 50:50 (PLGA); resomer ®RG 502 H de Boehringer
Ingelheim (Alemania); naftaleno grado reactivo adquirido de
Merk (Alemania); percoll® (suspension de silica coloidal)
obtenidodeFluka(Suiza); marcadoresdedensidad (consistentes
demicroesferasde dextran de densidad conocida) obtenidosde
Pharmacia Biotech AB (Suecia); los solventes acetona grado
anal itico de Fermont (M éxico) y aguadesi onizadaobteni dapor
o6smosisinversadel sistemaRiOs® Millipore (USA). Todoslos




16 TIP Rev.Esp.Cienc.Quim.Biol.

Vol.10,No.1

otrosreactivos fueron de grado analitico y usados sin posterior
purificacion.

METoDOS

Preparacién y caracterizacién de las nanoparticulas
Las nanoparticulas se prepararon por el método de
desplazamiento de solvente, paraello sedisolvieron 300 mg de
PLGA y lacantidad de naftaleno requeridaparalapreparacion
(37.5675mg, 12.5y 25% respectivamente) en25mL deacetona,
posteriormente estasol ucién seinyectolentamenteen 50 mL de
unasolucion acuosade PVAL al 5%, bajo agitacion magnética
moderada. Después de 5 minutos de agitacién, se retir6
solventey |ladispersi6n seconcentrd hastaaproximadamente 25
mL bajo presion reducida, por medio de un rotavapor. Las
nanoparticul as fueron separadas mediante ultracentrifugacion
(UltracentrifugaOptima® LE-80K, Beckman, USA) a30000rpm
por 30 minutosutilizando unrotor 50.2 Ti. El sobrenandantefue
desechadoy |apastillaformadaresuspendidaen aguadesionizada
mediante agitacion magnética durante toda la noche, este
procedimiento de lavado se llevd a cabo tres veces.

Laeficienciadeentrampamiento (EE) fuecal culadadeacuerdo
con la siguiente ecuacion'z;

CN(%)

100 @
Porcentaje inicial de naftaleno

EE(%) =

DondeCN correspondeal acantidad cargadadenaftalenolacual
se calcul6 delasiguiente manera®:

Peso de naftaleno en las nanoparticulas

2
Peso recuperado de nanoparticulas X100

CN(%) =

El porcentagje inicial de naftaleno corresponde a la cantidad
tedricadenaftaleno cargadoy fue cal culado apartir del pesode
naftaleno usado en la preparacion dividido entre el peso del
polimero usado en lapreparacion y el peso del naftaleno. Para
retirar €l naftaleno encapsulado se procedi6 a liofilizar las
nanoparticulas obtenidas, para ello la suspension de
nanoparticul asfuecongel adaa—15°Cy secadadurante 72 horas
aunapresion< 100uBar enunliofilizador Labconco® FreeZone®
(USA). El didmetrodelasnanoparticul assedeterminé mediante
latécnicade dispersion de luz laser (Coulter N4 Plus, Coulter,
USA). Lalongituddeondadelaluzlaser (He/Ne, 10mW) fuede
678 nm. Lasmedicionesfueronhechasaunangulode90°durante
180 s, a una temperatura de 25°C. Las dispersiones fueron
diluidas con agua desionizada para asegurar que el nimero de
particulas contadas por segundo estuviera dentro del rango de
sensibilidad del instrumento. Las medidas fueron hechas por
triplicado para todos los lotes preparados. Se observo la
morfologiadelasnanoparticul asrecubiertasconunapeliculade
orode=20nmconunmicroscopioel ectrénicodebarrido JEOL®
IMS-25311 (Japdn) a 12.5 kV, mientras que la estructura fue
observadaconunmicroscopio€ ectrénicodetransmision JEOL®

JEM-2010(Japbén) a200kV . Ladeterminaciéndeladensidad fue
[levada a cabo mediante la separacion de las nanoparticulas en
un gradiente de silica coloidal formado in situ durante la
ultracentrifugacionenunrotor model 0 90Ti (Beckman, USA) a
5°Cy 10,000 rpmdurante3horas. Enel tubo decentrifugafueron
colocados 7.5 mL dePercoll ®a 45 % v/v enNaCl 0.15M junto
con 200 L deladispersiéndelasnanoparticul as. Enuntubo por
separado, fueron colocados marcadores de densidad
constituidos por microparticulas de diferentes densidades,
adicionados bgjo las mismas condiciones que las muestras y
usados parala calibracion externa de las bandas formadas. La
distanciaentrelaparte superior del meniscoy labanda (altura)
fuedeterminadamedianteunVernier (Digitex®, USA). Ladensidad
de las nanoparticulas fue situada graficamente mediante la
interpol acién de su alturaen unacurva obtenidaapartir delas
alturas de los marcadores de diferente densidad.

Evaluacién in vitro

Se construyd un dispositivo formado por un tubo de
ultracentrifuga(16 x 76 mm) depolicarbonato, el cual seperforé
conlafinalidad deformar dosventanas centradasy opuestasde
10x 50 mm. Posteriormente, €l tubo seforrd conlatex (obtenido
deunguantequirdrgico) y fuesellado conuntapon debaquelita.
El tapon debaquelitaseperforddetal formaqueseintrodujouna
manguerade 2 mm de didmetrolacual seconectd aunajeringa
de20mL (Figural). Endichodispositivoseinyectaron15mL de
la dispersion de nanoparticulas en una concentracion de
aproximadamente5x10Pparticul asymL determinadapor mediodel
Nanosizer N4 Plus® (Coulter, USA). Después, €l dispositivofue
sometidoa ultrasonido por el lado delaventanautilizando como
amplificador una bolsa de acoplamiento (bolsa con agua)
colocada debajo del dispositivo, el estudio se realizé con un
equipodeUScomercia enmodo B marcaM itsubishi, equipado
conuntransductor convexo, trabajando aunafrecuenciacentral
de 3.5 MHz, laimagen obtenida fue impresa directamente del
equipo, digitalizada y convertida en escala de grises a 8 bits
utilizando un scanner Hewelt Packard Modelo 5100C a una
resolucion de 600 dpi. Dichaimagen fue analizadamedianteel
software Image v.1.35p (National Institutes of Health, USA),
paraello sedefinid laregion deinterés (RDI) correspondiendo
en lo posible ala ventana del dispositivo y se obtuvo e valor
promediodelaescaladegrises(VPEG), asi comoel histograma
correspondiente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Preparacién de las nanoparticulas

El método de desplazamiento de solvente permitié preparar
nanoparticulasdePL GA detamafio submicrénicoconundiametro
promedio =150 nm y una estrecha distribucién monodispersa
(50- 400 nm), no se encontrd diferencia significativa en €l
diametropromedioentrelapreparacional 12.5%ylade25%de
naftaleno. L aeficienciadeencapsulamientofuede66.55%. Bgjo
lascondicionesdelaliofilizacion selogré sublimar un98%dela
cantidad total encapsulada, quedando un 2% de naftaleno
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Figura 1. Esquema del dispositivo elaborado para la
determinacién de la ecogenicidad in vitro de las nanoparticulas
(unidades en mm).

residual, estos datos muestran que los materiales volétiles o
sublimablescomo el naftaleno, cuyo punto desublimaciénbajo
condiciones estandares de presién y temperatura es < 80°C %3,
son compuestos que pueden ser facilmente retirados. Este
método ha sido ampliamente utilizado en la elaboracion de
microparticulas huecas'*¢, Las iméagenes obtenidas mediante
MEB (Figura2) noevidencianlapresenciadeporoso huecosen
lamatriz poliméricade PLGA, sinembargo, podemos observar
gueel tamafio delasnanoparticul ascorrespondeal determinado
por dispersion de luz léser. Por otro lado, las micrografias
obtenidaspor MET (Figura3) tampoco muestranlapresenciade
estructuras que pudieran sugerir huecos o poros en las
nanoparticulas, éstas pueden observarse como particulas
esféricas con una matriz compacta similares alas nanoesferas
formadas Unicamente por PLGA (sin incluir naftaleno en su
preparacion). Deacuerdo conlo anterior, apesar dequeselleva
a cabo la encapsulacion y sublimacion del naftaleno que se
encuentra situado en la matriz polimérica no se evidencian
huecos, la hipétesis que planteamos es que el naftaleno puede
encontrarsedispersoenformamol ecular. Sehareportadoquelas
substancias encapsuladas en nanoesferas (como es nuestro
caso) se encuentran dispersas en forma molecular8, Los
resultados de densidad (Figura 4) confirman el hecho que el
polimero seestareacomodando porque no presentacambiosde
densidad por retenciéndeaire, yaqueseencontraron densidades
similares para las nanoesferas y las preparaciones de
nanoparticulas a las cuales se les incorpor6 el naftaleno. Es
importante sefidlar que los resultados esperados eran que las
preparaciones con naftaleno tuvieran una densidad mucho
menor en comparaci 6n con las nanoesferas de PLGA debido a
la presencia de aire producto de los huecos formados.

Evaluacion invitro
Primeramente, conrespectoal dispositivopodemosafirmar que

Figura 2. Micrografias obtenidas por MEB para las nanoparticulas
formadas por PLGA posteriores a la liofilizacién. a) Nanoesferas
de PLGA; b) nanoparticulas de PLGA formadas con 12.5% de
naftaleno. 15000 x Barra= 1pm

éste cumplio conel objetivo planteado a permitir quelasondas
ultrasoni casatravesaran laventanacreaday selograraobservar
el liquido inyectado en suinterior. En general, en lasimagenes
(Figura 5) se ve € dispositivo bien definido debido a que las
ondasultrasonicasrebotan principal menteenlaregionrigidadel
tubo. Entrelasdos paredesquedelimitan al tubo seobservauna
region de menor brillo la cua esta constituida por €l liquido
inyectado, en esta seccién es donde fue delimitadalaRDI. La
zona de alto brillo por debajo del dispositivo esta dada por la
bolsa de acoplamiento que es un sistema constituido por una
bolsadeplasticolacual ensuinterior tieneagua, éstasirvepara
amplificar estructuras que tienen bajo contraste o que son muy
pequefas.

El andlisis de las imagenes digitalizadas se basd en obtener €l
valor promediodeescaladegrises(VPEG) delaRDI. El VPEG es
determinado asignandole ala imagen (la cual debera estar en
formato deescaladegrises) valoresdesde 0 hasta255, endonde
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Figura 3. Micrografias obtenidas por MET para las nanoparticulas
formadas por PLGA posteriores a la liofilizacién. a) Nanoesferas
de PLGA; b) nanoparticulas de PLGA formadas con 12.5% de
naftaleno. 20000 x.
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Figura 4. Bandas de las nanoesferas (NE), nanoparticulas (NP)
formadas con 12.5% y 25% de naftaleno y estiandares externos
generadas con Percoll® mediante centrifugacién.
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Figura 5. Ultrasonogramas digitalizados de los diferentes
sistemas probados. a) Blanco (agua desionizada), b) nanoesferas;
c) nanoparticulas elaboradas con 25% de naftaleno.

Ocorrespondeal negropuroy 255al blanco puro; deestamanera
el VPEG es € tono promedio de los pixeles analizados. Es
importante mencionar queel software utilizado, Imagev.1.35p
(National Ingtituteof Health, USA), esun programadesarrollado
parael andlisisdeimagenesmédicasutilizado entécnicascomo
son: €l US, la resonancia magnética nuclear, la tomografia
computarizada, entreotras. El VPEG esequivalenteaun indice
gue proporciona un estimado de la cantidad de color blanco o
negro presente en la imagen. Por lo tanto, en este caso S €l
sistemaescapaz deaumentar el contraste, ésteseveratraducido
enunaumentoenel brilloy, por ende, en unamayor cantidad de
tonos blancos, por lo que el VPEG debera desplazarse a la
derechaen comparaci én conunsistemademenor contraste. Este
tipo de andlisis ya ha sido utilizado en la determinacion de la
ecogenicidad de algunos ACUS como SonoVue® y algunos
otros trabajos de investigacion'®®. La Figura 6 muestra los
histogramas de frecuencia de |a escal a de grises para cada uno
delossistemasevaluadosy enlaTablal sereportael VPEG. De
manerageneral lastendenciasdelossistemasanalizadossonen
todos los casos distribuciones sesgadas hacia la izquierda.
Ademas una caracteristica importante es que contienen
nanoparticul asquepresentan unadistribuci énbimodal endonde
unadeestasmodascorrespondeal valor parael blanco puro. Por
otraparte se observaque el VPEG del sistemablanco presenta
el menor valor numérico, sin embargo, este valor puede
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Figura 6. Histograma de distribucién del valor asignado en la escala de grises para la RDI de cada uno de los ultrasonogramas
analizados. a) Sistema blanco, b) nanoesferas; c) nanoparticulas elaboradas con 25% de naftaleno.

( Sistema AreadeRDI (pixdes) | VPEG ]
Blanco 11149 81364
Nanoesferas 112047 96.998
Nanoparticulasformadas 116960 123686
 con 25% de naftaleno )
Tabla I. VPEG para cada uno de los sistemas analizados

mostrando también el 4rea de la RDI.

considerarse alto teniendo en cuentaque setrata (inicamentede
agua, esto nos indica la presencia de artefactos, siendo el
principal el asociado conlaimpresiéndelasimagenesdeUS, las
cuales presentaron una serie de lineas blancas causadas por la
impresora, sin embargo, esto fue constante para todas las
impresiones. Considerando lo anterior se observa que las
preparaciones formadas Unicamente del polimero, esdecir, las
nanoesferas, presentan un ligero grado de ecogenicidad que es
indicado por &l aumentodel VPEG encomparacioncone sistema
blanco. Esto puede considerarse normal, yaquelasnanoesferas
también pueden comportarse como dispersores aclsticos. De
igual manera se observa una ecogenicidad superior aladelas
nanoesferas para el caso de las nanoparticul as elaboradas con

25% de naftaleno, siendo ésta la que presenta el mayor valor
numéricodeV PEG. Si bienesciertoquelosresultadosdeV PEG
reflgjan que las nanoparticulas preparadas con naftaleno
presentan una mayor ecogenicidad en comparacion con las
nanoesferas, estos datos deberén de tomarse con ciertareserva
y es que de acuerdo con la ecuacion para la frecuencia de
resonancia(f)®:

f= 6500 (3)
d

La frecuencia de resonancia es inversamente proporciona al
diametro (d) y en ese sentido, considerando que las NP's
obtenidas son de 150 nm, lafrecuenciaderesonanciacal culada
correspondea40MHz, lacual esunafrecuenciafueradel rango
meédico. Considerando que €l utilizado en este trabajo fuede 5
MHz, nos indica que la frecuencia a la cua € sistema fue
sometido no fue lo suficiente para que entrara en resonancia.
Existenreportesquelos ACUSdetamario submicrénicosiguen
estas ecuaciones?>%, sinembargo, otrosautoresconsideran que
larelacion entrelarepuestaultrasonicageneraday el tamafio de
particula submicrénico de este tipo de ACUS no esta del todo
comprendida, inclusiveWheatley y cols.2*(2006) hanencontrado
gue los valores experimentales de frecuencia de resonancia
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corresponden alamitad de los valores tedricos cal culados.

Como puede observarse, e uso de los ACUS de tamafio
submicrénicoalinestaendesarrolloy faltalacomprensiondelos
fendmenos que permitan entender larelacion entrelarespuesta
generaday €l tamafio de particula, ademés de los parametros
asociados alacomposicion delos ACUS.

CONCLUSIONES

Selograron preparar nanoparticul asconunabuenaeficienciade
encapsulamiento de naftaleno, el cual pudo ser retirado
eficientemente mediante liofilizacién, sin embargo, no se
evidencianporosohuecosenlamatriz polimérica, debidoquizas
aque e naftaleno se encuentra disperso molecularmente en la
matriz. Las preparaciones con nanoparticul as presentaron una
mayor ecogenicidad en comparacion con el agua, ademas,
consideramosquelaeval uacionenunrangomayor defrecuencias
podriaevidenciar alnmejor ladiferenciaenlarespuestagenerada
por las nanoparticulas en comparacion a medios acuosos sin
dispersores.
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