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1. RESUMEN. 

 

Los sistemas de liberación de fármacos han demostrado ser una alternativa para 

optimizar la terapia contra enfermedades como el cáncer, ya que presentan una 

disminución en los efectos adversos comparados con la quimioterapia tradicional. 

Uno de los vectores de fármacos comúnmente utilizados son los liposomas que, al 

ser conjugados con mAb ofrecen una mayor selectividad hacia células tumorales 

que en células sanas. 

En el presente trabajo se realizó el radiomarcaje de un sistema liposomal pegilado 

cargado con cis-diamindicloroplatino (II) y conjugado con el anticuerpo monoclonal 

humanizado nimotuzumab, dirigido contra el receptor del factor de crecimiento 

epidérmico (EGFR). El radionúclido utilizado para este estudio fue el [177Lu]LuCl3 y 

la técnica utilizada para dicho fin fue la encapsulación activa, en donde se utiliza la 

oxina como quelatante lipofílico, cuya función es transportar el radionúclido al 

interior del liposoma. Una vez dentro, el lutecio formará un complejo con el DOTA, 

otro agente quelatante que fue previamente encapsulado, quedando así, 

incorporado en el núcleo acuoso. 

En el desarrollo del trabajo se utilizó un diseño experimental de Plackett-Burman, el 

cuál es un diseño factorial altamente fraccionado, que nos permitió determinar las 

variables más influyentes en la eficiencia del radiomarcado. Una de las variables 

más importantes que se lograron identificar fue la temperatura de incubación de los 

liposomas en el radiomarcado, ya que la incrementar la temperatura de incubación, 

se lograba aumentar la eficiencia de radiomarcado. Otras variables que influyeron 

en la eficiencia fueron la presencia del mAb, el tiempo de incubación y el pH del 

medio. Se realizó la caracterización fisicoquímica de todos los sistemas liposomales 

elaborados, así como la estabilidad in vitro del radiomarcaje a 37°C en SSI y en 

suero humano. 

Por último, se realizó un ensayo de viabilidad celular del [177Lu]LuCl3 y de los 

inmunoliposomas radiomarcados en cuatro líneas celulares: HeLa, CaSki, MRC-5 y 
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A431. El efecto citotóxico (AI50) del radionúclido fue evaluado mediante curvas de 

supervivencia, en donde se utilizaron actividades de lutecio de 0.01-10 MBq/mL 

para cada línea celular. El valor obtenido para las cuatro líneas celulares fue >2 

MBq/mL. Los resultados de la evaluación de los inmunoliposomas radiomarcados 

no fueron los esperados, ya que no se observaron diferencias significativas con 

respecto al tratamiento con solución salina. 
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ABSTRACT. 

Drug Delivery Systems (DDS) have proven to be a promising alternative to optimize 

therapy against different diseases such as cancer since they present lower side 

effects than conventional chemotherapy. One of the most promising DDS is 

liposomes conjugated with mAb, which can offer a higher selectivity to cancer cells 

than healthy ones. 

Here, we report a radiolabelling method with lutetium-177 (177Lu) for a PEGilated 

liposome system loaded with cis-diamminedichloroplatinum (II) and conjugated with 

humanized monoclonal antibody (nimotuzumab), used to target the Epidermal 

Growth Factor Receptor (EGFR). A remote loading technique was used to 

encapsulate [177Lu]LuCl3 in the internal aqueous space using oxine as a lipophilic 

chelating agent. Once inside the liposome, lutetium will form a coordination complex 

with DOTA, another chelating agent previously loaded, remaining in the inner 

aqueous space. 

A Plackett-Burman experimental design was used to determine the significant 

variables that will improve the immune-liposome system's radiolabelling efficiency. 

We found that temperature, mAb presence, incubation time, and pH media are 

essential variables that affect the radiolabelling efficiency. Physicochemical 

characterization of the immune-liposome system and in vitro stability at 37°C in 

saline and human serum were also performed. 

The 50% inhibitory activity (IA50) of 177Lu in tumor cells was evaluated using survival 

curves with activities ranging 0.01-10 MBq/mL. The IA50 value was >2 MBq/mL. The 

viability of HeLa, CaSki, MRC-5, and A431 cells was evaluated with 177Lu-immune-

liposomes. The result was not expected because no significant differences were 

found in comparison with the control (saline) group. 

 

 



Posgrado en Ciencias Químicas, UNAM.        Tesis de Maestría, 2021                     

 

4 QFB Erick Yair Castillo Ochoa 

2. ABREVIATURAS. 

 

1,2-diasteroil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[maleimido(polietileglicol)-2000] (PEG-mal) 

1,2-diasteroil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[metoxi(polietileglicol)-2000]  (mPEG) 

2-hidroxiquinoleina (2HQ) 

8-hidroxiquinoleina u oxina (8HQ) 

Ácido 1,4,7,10-tetraazaciclododecan-N,N´,N´´,N´´´-tetraacético  (DOTA) 

Ácido 1,4,7-triazaciclononano-N, N´,N´´-triacético (NOTA) 

Ácido dietilentriaminpentaacético (DTPA) 

Ácido etilendiamindiacético (EDDA) 

Ácido etilendiamintetraacético (EDTA) 

Actividad inhibitoria 50 (AI50) 

Administración de medicamentos y alimentos (Food and Drug Administration) (FDA) 

Agencia de medicamentos europea (European Medicines Agency) (EMA) 

Anticuerpo monoclonal (mAb) 

Atributos críticos de calidad (ACC) 

Atributos críticos de formulación (ACF) 

Calidad por Diseño (QbD) 

Cis-diamindicloroplatino (II) (CDDP) 

Colesterol (Chol) 

Cromatografía de exclusión molecular (SEC) 

Cromatografía instantánea en capa fina (ITLC) 

Cromatografía de líquidos de alta eficiencia (HPLC) 

Diasteroilfosfatidiletanolamina (DSPE) 

Diseño de Experimentos (DoE) 

Diseño de Plackett-Burman (PBD) 

Dosis tolerada máxima (DTM) 

Fragmento de unión al antígeno (Fab) 

Fragmento divalente de unión al antígeno (F(ab´)2) 

Fragmento sencillo de la cadena variable (scFv) 

Inmunoliposomas (ILs) 
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Instituto Nacional de Cancerología (INCan) 

Instituto Nacional de Estadística y Geografía (INEGI) 

Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares (ININ) 

Liposomas convencionales (LC) 

Liposomas de Larga Circulación (LLC) 

L-α-fosfatidilcolina hidrogenada de soya  (HSPC) 

N, N´-dimetilformamida (DMF) 

N,N´-dietilditiocarbamato de sodio  (DDTC) 

N-hidroxisuccinimida (NHS) 

N-succinimidil-S-acetiltioacetato (SATA) 

Organización Mundial de la Salud (OMS) 

Parámetros críticos de proceso (PCP) 

Receptor de transferrina (TfR) 

Receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR) 

Retención y permeabilidad aumentadas (EPR) 

Sistema retículo endotelial (RES) 

Solución amortiguadora de fosfatos (PBS) 

Solución salina isotónica (0.9%) (SSI) 

Temperatura de transición vítrea (Tm) 

Tomografía por emisión de fotón único (SPECT) 

Tomografía por emisión de positrones (PET) 

Vesículas multilamelares (MLV) 

Vesículas unilamelares grandes (LUV) 

Vesículas unilamelares pequeñas (SUV) 
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3. INTRODUCCIÓN. 

 

Uno de los agentes de quimioterapia que se ocupa frecuentemente en la terapia 

contra varios tipos de cáncer es el cisplatino o cis-diamindicloroplatino (II) (CDDP), 

el cual ha sido utilizado como fármaco de primera línea en el tratamiento del cáncer 

de ovario, cáncer gastroesofágico y en el cáncer de pulmón. Sin embargo, el 

tratamiento con cisplatino presenta varias desventajas incluyendo una rápida 

eliminación del organismo, alta toxicidad en riñón y sistema nervioso periférico, 

ototoxicidad, náuseas, vómito entre otros (1). 

Los sistemas de liberación de fármacos han sido propuestos como alternativa para 

optimizar la actividad terapéutica de fármacos utilizados para una gran variedad de 

padecimientos, y su uso en el campo de la medicina se ha extendido ampliamente. 

En el tratamiento contra el cáncer, cerca del 40% de los fármacos presentan baja 

solubilidad acuosa, por lo que el desarrollo de acarreadores hace posible la 

incorporación de estos agentes quimioterapéuticos, aumentando la solubilidad 

acuosa e incrementando la estabilidad y la acumulación en un sitio específico (2, 3). 

En este contexto, uno de los sistemas de liberación que más atención han recibido 

son los liposomas, ya que al ser vesículas que contienen un núcleo acuoso rodeada 

de una bicapa lipídica biocompatible compuesta de fosfolípidos y colesterol, pueden 

encapsular tanto fármacos hidrofóbicos como hidrofílicos (2, 4). 

Las ventajas de los liposomas, en cuanto a sus propiedades a escala nanométrica 

(aproximadamente 100 nm), incluyen una mejora en las propiedades 

farmacocinéticas del fármaco encapsulado, así como disminuir la toxicidad asociada 

a los agentes de quimioterapia. Un ejemplo es el Doxil®, que es una formulación 

liposomal de doxorrubicina, que en el año 1995 obtuvo la aprobación de la FDA para 

ser usado en la clínica (5). Debido a la versatilidad y biocompatibilidad de los lípidos, 

los liposomas son extensamente estudiados como vehículos acarreadores de 

fármacos para una amplia variedad de fármacos (4). 

Sin embargo, incluso habiendo demostrado lo prometedores que son estos vectores 

de fármacos, es necesario mejorar su biodistribución, propiedades farmacológicas 
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y la liberación sitio-especifica (6). A pesar de que la actividad antitumoral 

clínicamente útil se ha demostrado con liposomas dirigidos pasivamente (efecto 

EPR), aún es posible alcanzar un nivel adicional de sofisticación y especificidad 

hacia la célula tumoral, lo cual se puede lograr a través del direccionamiento 

mediado por un ligando, que se define como liberación activa (3, 4). El uso de 

anticuerpos monoclonales (i.e. Nimotuzumab) como ligandos de reconocimiento 

resulta en una mejora de los sistemas de liberación debido a su alta afinidad por su 

blanco molecular. Los liposomas conjugados con anticuerpos (Inmunoliposomas, 

IL) pueden incrementar la toxicidad selectiva de agentes terapéuticos hacia las 

células cancerosas (7, 8). 

El uso de liposomas radiomarcados son de utilidad en el seguimiento in vivo de 

estos vectores de fármacos mediante técnicas de imagen molecular, pudiendo 

obtener datos fundamentales como los parámetros farmacocinéticos, biodistribución 

y eliminación (9). En el presente trabajo se proporciona una metodología 

experimental para el radiomarcado y estabilidad in vitro de una formulación de 

inmunoliposomas cargados con cisplatino previamente publicada (8).  
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4. ANTECEDENTES. 

 

4.1. Generalidades del cáncer. 
 

El cáncer engloba a un grupo de más de 100 diferentes tipos de la enfermedad que 

tiene como característica principal el rápido y desordenado crecimiento de células 

anormales (Figura 1) (10), que puede ser debido la acumulación de alteraciones 

genéticas en una amplia variedad de genes relacionados con la regulación de los 

procesos de la multiplicación y diferenciación celulares la cuál puede ser inducida 

por agentes mutágenos externos (agentes químicos, físicos o biológicos) o por 

herencia (11, 12). 

 

Figura 1. Representación esquemática del crecimiento de las células cancerosas, en 1) se 

representan a las células normales altamente organizadas, 2) comienzo del crecimiento 

anormal de las células cancerosas, 3) crecimiento descontrolado de las células, existe 

ya una desorganización de los bloques celulares, 4) inicio de la propagación de las 

células tumorales hacia otros sitios del organismo (13). 

El cáncer puede originarse en cualquier parte del organismo y este comienza 

cuando las células crecen descontroladamente sobrepasando a las células 

normales, haciendo que el cuerpo humano no funcione de manera correcta (13). 
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El cáncer es uno de los principales problemas de salud pública alrededor del mundo 

y es la segunda causa de muerte en el mundo, por debajo de las enfermedades 

cardiovasculares, que en el año 2015 ocasionó 8.8 millones de muertes, casi 1 de 

cada 6 defunciones en el mundo se debe a esta enfermedad, de acuerdo con la 

Organización Mundial de la Salud (12, 14). Con base en los datos aportados por la 

OMS, se identificaron 5 tipos de cáncer responsables de la mayoría de las 

defunciones a nivel mundial en el 2015: 

i) Pulmonar (1.69 millones de defunciones) 

ii) Hepático (788000 defunciones) 

iii) Colorrectal (774000 defunciones) 

iv) Gástrico (754000 defunciones) 

v) Mamario (571000 defunciones) 

Entre los factores de riesgo para estos tipos de cáncer en particular se encuentran 

el consumo de tabaco y alcohol, una mala alimentación y la inactividad física, así 

como otras enfermedades no transmisibles (12). Se estima que el 13 % de los casos 

de cáncer que se diagnosticaron en el año 2018 se atribuyeron a infecciones 

causadas por patógenos como: Helicobacter pylori, los papilomavirus humanos de 

alto riesgo, virus de la hepatitis B y el virus de la hepatitis C (15). La edad también 

es un factor a considerar, ya con el paso de los años hay cambios fisiológicos 

importantes, como una respuesta inmune disminuida, desajustes hormonales, 

dietéticos y metabólicos, junto con la presencia de comorbilidades (10). 

Las células cancerosas adquieren la capacidad de propagación hacia otras partes 

del cuerpo. Por ejemplo, las células cancerosas en el pulmón se pueden movilizar 

hacia los huesos y ahí comenzar a crecer, formando una nueva masa tumoral, que 

siguen siendo células tumorales de pulmón. A este proceso de migración de células 

tumorales por el organismo se le conoce como metástasis, como se ejemplifica en 

la Figura 2 (13).  
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Figura 2. Después del crecimiento descontrolado de las células en un sitio tumoral, estás 

comenzarán a migrar a otros sitios del organismo a través del sistema circulatorio, en 

donde pueden invadir otros órganos y comenzar a crecer para formar un nuevo tumor, el 

cual tendrá las mismas características del tumor donde se formó inicialmente. 

4.2. Cáncer en México. 
 

En América, durante el año 2012 el cáncer representó el 24.6% de la mortalidad en 

todas las edades y el 32.8% de la mortalidad prematura entre los 30 y los 70 años 

de edad. Por la alta prevalencia de ciertos factores de riesgos asociados con la 

enfermedad, se espera que la mortalidad por cáncer en la región aumente hasta 2.1 

millones para el año 2030 (11, 16). 

En el caso de México, de acuerdo con la información del INEGI, la mortalidad por 

tumores malignos en población entre los 30 y 59 años de edad se presentan por 

estos tipos de cáncer (10): 

i) Órganos digestivos 

ii) Cervicouterino y ovario 

iii) Mamario 

iv) Órganos hematopoyéticos 

v) Órganos respiratorios e intratorácicos 
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Mientras que, en la población de más de 60 años, la mortalidad por tumores 

malignos es representada por los siguientes tipos de cáncer: 

i) Órganos digestivos 

ii) Órgano reproductor masculino y próstata 

iii) Órganos respiratorios e intratorácicos 

iv) Órgano reproductor femenino 

v) Mamario 

De acuerdo con la OMS en el año 2018, los tipos de cáncer diagnosticados con 

mayor frecuencia en la población en general fueron: (17): 

i) Mamario (14.3%) 

ii) Próstata (13.1%) 

iii) Colorrectal (7.8%) 

iv) Tiroides (6.4%) 

v) Cervicouterino (4.1%) 

Para hombres los tipos de cáncer con mayor incidencia fueron el de próstata, 

colorrectal, testículo, pulmón y estómago. Mientras que para las mujeres fue el 

cáncer de mama, tiroides, cervicouterino y colorrectal (10, 17). 

4.3. Terapia convencional del cáncer. 
 

El tratamiento para este conjunto de enfermedades va a depender del tipo de cáncer 

y la localización anatómica del mismo, así como su tamaño, si hay alguna migración 

a otra parte del cuerpo y la salud general del paciente. Algunas personas con cáncer 

solo recibirán un tipo de terapia, mientras que la mayoría reciben una combinación 

de tratamientos como cirugía con quimioterapia o radioterapia (18,19). 
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4.3.1. Cirugía. 
 

La cirugía es uno de los procedimientos en el tratamiento del cáncer que es usada 

para prevenir, diagnosticar y determinar la fase de la enfermedad, así como 

disminuir la incomodidad o problemas relacionados con el tumor. A veces una sola 

cirugía puede cumplir más de uno de esos objetivos, en otras ocasiones se 

requieren de más operaciones con el tiempo. En el diagnóstico, se toma una 

pequeña muestra del tejido el cual se analiza en laboratorio y se determina el tipo 

de cáncer. A este procedimiento se le conoce como biopsia. En la cirugía para 

determinar la fase del cáncer, el médico examina el sitio tumoral visualmente, y con 

ello observar si hay migración a otros sitios del cuerpo. La cirugía primaria o de 

curación se realiza cuando el tumor está en una sola parte del cuerpo y puede ser 

removido. La cirugía ofrece un buen pronóstico siempre y cuando las células 

tumorales no se hayan diseminado a otras partes del cuerpo (20). 

4.3.2. Radioterapia. 
 

La radioterapia se refiere al uso de la radiación ionizante en la cual se utilizan altas 

dosis de energía para matar a las células cancerosas. El objetivo de la radioterapia 

es matar a las células tumorales o hacer más lento su crecimiento al dañar el ADN. 

Este tipo de terapia no destruye de inmediato a las células cancerosas, ya que se 

requieren días o semanas de tratamiento antes de que el ADN sea dañado lo 

suficiente para que mueran las células del tumor (18, 19). 

Existen dos tipos de radioterapia: 1) radioterapia interna es aquella en donde la 

fuente radiactiva es colocada dentro del cuerpo y esta puede ser sólida 

(braquiterapia) o líquida y 2) radioterapia externa es aquella en donde un dispositivo 

emisor de radiación enfoca un haz de energía en la zona tumoral, por lo que este 

tipo de terapia se considera un tratamiento local (19-21). 
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4.3.3. Quimioterapia. 
 

El termino se refiere a aquella terapia en donde se utilizan agentes citotóxicos que 

tienen como objetivo matar a las células cancerosas. La quimioterapia es 

considerada una terapia sistémica porque los fármacos viajan por todo el 

organismo, y pueden matar células cancerosas que se han propagado a otras partes 

del cuerpo (22, 23). 

Los medicamentos de quimioterapia matan a las células en diferentes fases del ciclo 

celular. Las células cancerosas suelen formarse con mayor rapidez, lo cual permite 

a los medicamentos de quimioterapia dañarlas con más facilidad. Sin embargo, los 

medicamentos de quimioterapia no son capaces de diferenciar entre las células 

sanas y las células cancerosas. Esto significa que los medicamentos de 

quimioterapia son inespecíficos y que las células normales son afectadas junto con 

las células cancerosas, y esto causa efectos secundarios característicos, como lo 

son las náuseas, vómitos, pérdida del cabello, entre otras (22). 

En el mercado existen varios fármacos antineoplásicos que han sido aprobados 

para su uso en el tratamiento contra distintos tipos de cáncer, pero en este trabajo 

nos enfocaremos exclusivamente en el cisplatino, cuya estructura se muestra en la 

Figura 3. 

 

Figura 3.  Estructura del cisplatino 

El cisplatino es uno de los agentes citotóxicos más utilizados y efectivos en el 

tratamiento de neoplasias epiteliales como pulmón, cabeza y cuello, ovario, vejiga 

y testicular (1, 24). Este fármaco entra a la célula por difusión pasiva y, una vez 

dentro, los grupos cloruros son reemplazados por moléculas de agua, adicionando 

una carga positiva y formando una especie más reactiva que puede reaccionar con 
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productos nucleofílicos de las células para formar aductos de proteínas, ADN o 

ARN, como se muestra en la Figura 4 (25). 

 

 

Figura 4.  Algunos aductos de ADN y cisplatino: (a) aducto en la misma hebra de la doble cadena, 

(b) aducto entre ambas hebras de la doble hélice, (c) monoaducto en su forma hidratada con 

un grupo reactivo de una base nitrogenada, (d) monoaducto con otro grupo reactivo unido a 

una molécula pequeña (glutatión) (24). 

A pesar de ser un agente citotóxico efectivo contra las células cancerosas, presenta 

varias desventajas como: 1) limitada dosificación debido a la toxicidad, 

particularmente la nefrotoxicidad y neurotoxicidad, 2) inactivación rápida del 

fármaco como resultado de la complejación con proteínas plasmáticas y 3) la 

resistencia a análogos de platino. También se han publicado efectos adversos como 

toxicidad gastrointestinal, astenia y ototoxicidad (24, 26). 

4.4. Liposomas como sistemas de liberación de fármacos. 
 

Los sistemas de liberación de fármacos son aquellos cuyo objetivo es administrar 

un compuesto farmacéutico con una actividad particular de una manera controlada 

para obtener un efecto terapéutico en humanos o animales (27). En nuestro caso, 

los vectores de transporte de fármacos que se investigan son los liposomas; los 

cuales son vesículas de naturaleza lipídica en donde un volumen acuoso es rodeado 

por una bicapa de fosfolípidos y en algunos casos pueden contener colesterol. El 

tamaño de estas vesículas puede llegar desde algunos nanómetros hasta varios 

micrómetros, dependiendo el uso que se les dé es el tamaño que se requiere 
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diseñar. Estas estructuras lipídicas pueden consistir en una o varias bicapas 

concéntricas de lípidos anfipáticos (28).  

Los liposomas pueden ser clasificados con base en su tamaño y número de bicapas. 

Se clasifican como vesículas multilamelares (MLV), vesículas unilamelares grandes 

(LUV) y vesículas unilamelares pequeñas (SUV) (Figura 5). Con base en su 

composición, se pueden clasificar como liposomas convencionales (LC), liposomas 

sensibles a pH, liposomas catiónicos, liposomas de larga circulación (LLC) e 

inmunoliposomas (ILs). También se pueden clasificar tomando en cuenta el método 

de elaboración, como vesículas por evaporación en fase reversa, hidratación de una 

capa lipídica, inyección de éter, etc (29-33). 

 

 
 
 

 
 

A) 

 
 

 
B) 

 
 

C) 
 
 

Figura 5. Representaciones de los distintos tipos de liposomas de acuerdo con su tamaño: A) 

Vesículas unilamelares pequeñas cuyo tamaño es de aproximadamente ≤0.1 µm y 

constituyen una bicapa concéntrica, B) Vesículas unilamelares grandes tienen un tamaño 

de >0.1 µm compuestas de una sola bicapa lipídica con un mayor volumen acuso, C) 

Vesículas multilamelares, pueden alcanzar tanto la escala nanómetrica y micrómetrica y 

están compuestas de varias bicapas concéntricas. 

Los liposomas fueron descritos por primera vez por Bangham y colaboradores con 

el fin de modelar membranas celulares en estudios de biofísica (34-36). Años 

después, gracias a sus características fisicoquímicas fueron propuestos como 

acarreadores de fármacos por Gregoriadis y colaboradores (30, 37, 38) destacando 

algunas ventajas que ofrecen este tipo de vectores de fármacos como: 1) Estructura 

versátil que se puede adaptar para alguna aplicación específica, 2) Se pueden 
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encapsular varios tipos de fármacos, ya sea en el interior acuoso (fármacos 

hidrofílicos) o entre la bicapa lipídica (fármacos lipofílicos) y 3) Presentan baja 

toxicidad con respecto al fármaco libre, se genera una menor inmunogenicidad y 

son altamente biocompatibles (29, 30, 39).  

Cuando se utilizan liposomas como acarreadores de fármacos antineoplásicos, el 

principal objetivo es reducir los efectos tóxicos adversos derivados de la 

quimioterapia en órganos sensibles como el corazón y los riñones y que sea 

específico hacia cierto tipo de tejidos como los tumores (40, 41) así como mejorar 

las propiedades farmacocinéticas del fármaco y protegerlo de la degradación e 

incrementar su estabilidad bajo ciertas condiciones de almacenamiento (29, 42). 

4.4.1. Influencia de los componentes en una formulación liposomal. 
 

Los fosfolípidos son los principales bloques constructores de los liposomas. Son 

moléculas que consisten en una cabeza polar que interacciona con el agua y de una 

cola hidrocarbonada hidrofóbica. Los fosfolípidos muestran una excelente 

biocompatibilidad, lo que los convierte en un excipiente adecuado en una 

formulación de sistemas de liberación de fármacos. Otro componente importante en 

una formulación liposomal es el colesterol, el cual puede modular la rigidez de la 

bicapa lipídica y con ello la liberación del principio activo. La interacción del 

colesterol con los fosfolípidos se muestra en la Figura 6 (33, 42, 43). 

 

Figura 6. Representación de la interacción del colesterol con los fosfolípidos en la membrana 

liposomal. El colesterol se orienta con el grupo hidroxilo polar hacia la fase acuosa (33). 
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En un principio cuando se comenzaba a formular la doxorrubicina liposomal 

(Doxil®), Gabizon et. al.  observaron que los liposomas convencionales cargados 

con el fármaco eran eliminados rápidamente por el sistema retículo endotelial (RES 

por sus siglas en inglés) que fue demostrado mediante técnicas de imagen 

molecular con liposomas radiomarcados con 111In. Los hallazgos que encontraron 

fueron una mayor captación en hígado y bazo, que son órganos especializados en 

la eliminación de estos sistemas de liberación de fármacos lo cual fue una gran 

desventaja ya que no representaba una mejoría con respecto a la terapia 

convencional (5, 44). Uno de los requerimientos para lograr una formulación exitosa 

es prolongar el tiempo de circulación sanguínea de manera intacta, lo cual se 

solucionó con el desarrollo de liposomas estabilizados estéricamente, que estaban 

compuestos de fosfolípidos con una alta Tm, colesterol y un recubrimiento 

lipopolimérico (2000PEG-DSPE) (5, 45). El resultado de cubrir la superficie liposomal 

con PEG es un aumento en la esfera de solvatación, lo que impide el reconocimiento 

por opsoninas y por RES, prolongando el tiempo de circulación (45, 46). 

La PEGilación es una técnica útil para incrementar las propiedades de evasión del 

sistema inmune, aunque, por otro lado, demasiado PEG en la superficie liposomal 

puede llevar a una reducción en la eficiencia del sistema de liberación para entregar 

el fármaco (46). Para concentraciones de PEG entre 5-8% mol, el polímero adopta 

una conformación estructural en forma de hongo, mientras que a concentraciones 

mayores de 8% mol, la conformación más favorable será en forma de cepillo. En 

este caso, porcentajes mayores al 10% mol en la formulación, las cadenas de PEG 

presentan una repulsión lateral que desestabiliza la bicapa lipídica, es por ello que 

se utilizan concentraciones de 5% mol de PEG para una formulación estable, tal 

como se muestra en la Figura 7 (3, 47). 
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Figura 7. Representación de las conformaciones estructurales del PEG en la superficie liposomal. 

A la izquierda la conformación en forma de hongo, a la derecha la conformación en forma 

de cepillo. 

 

4.4.2. Liberación pasiva vs liberación activa. 
 

Las células cancerosas se caracterizan por tener una rápida replicación y tener una 

alta demanda de nutrientes y oxígeno para el crecimiento tumoral, para ello se 

ayuda de la formación de nuevos vasos sanguíneos que permitan incorporar esos 

nutrientes. Estos nuevos vasos sanguíneos no tienen uniones estrechas entre las 

células endoteliales, dando como resultado vascularización fenestrada de forma 

irregular (47, 48). Estos defectos en la vasculatura tumoral junto con el poco drenaje 

linfático son aprovechadas por los sistemas de liberación para poder difundir 

pasivamente a través de un proceso conocido como efecto de retención y 

permeabilidad aumentadas (EPR), el cuál fue descrito por Matsumura y Maeda 

(1986), en donde sugieren que debido a la alta permeabilidad de la vasculatura 

tumoral, los liposomas pueden acceder al intersticio celular y tener una mayor 

acumulación en el tumor (Figura 8) (49-53). Se estima que el tamaño de apertura 

de las fenestraciones en la vasculatura tumoral se encuentra entre los 400 a 700 

nm, por lo que un tamaño de partícula ideal en los liposomas debe ser menor que 

200 nm (3, 52). La encapsulación de agentes quimioterapéuticos dentro de 

estructuras liposomales puede limitar la absorción por los tejidos sanos y por ende 

aumentar el intervalo terapéutico (42).  
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Figura 8. Representación esquemática del efecto de permeabilidad y retención aumentadas (EPR). 

Los vasos sanguíneos normales se encuentran rodeadas de una capa de células del 

músculo liso con uniones estrechas célula-célula en donde los liposomas difícilmente 

podrían extravasar. En tejido tumoral, hay una pérdida de las uniones estrechas entre las 

células, creando huecos entre ellas, por lo tanto los liposomas pueden entrar en dicho 

tejido (48). 

Sin embargo, se ha demostrado que la liberación pasiva por sí misma es incapaz 

de alcanzar una adecuada cantidad del fármaco en el sitio tumoral, teniendo como 

consecuencia una menor eficiencia terapéutica. Esto es consecuencia de que este 

tipo de sistemas de liberación de fármacos carecen de especificidad por las células 

tumorales (4, 8, 52). Una propuesta para aumentar el nivel de sofisticación y 

especificidad de los liposomas por las células cancerosas es mediante la liberación 

activa, que consiste en unir mediante un enlace covalente o una interacción 

intermolecular un ligando de reconocimiento (proteínas, péptidos, carbohidratos, 

etc.), que como resultado, pueden distinguir y unirse específicamente con moléculas 

que se encuentran sobreexpresadas en las células tumorales únicamente, 

incrementando la cantidad de fármaco liberado en el sitio tumoral (3, 52). La 

liberación activa puede incrementar la liberación de fármacos en el sitio tumoral, así 

como facilitar la internalización de liposomas por medio de endocitosis. Este proceso 

es altamente dependiente de las propiedades fisicoquímicas del ligando así como 
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del tamaño, carga, orientación y la adsorción física que tenga con la molécula blanco 

(3, 4). 

4.5. Inmunoliposomas. 
 

El uso de anticuerpos monoclonales (mAb) como una aproximación para dirigir 

específicamente al sitio tumoral liposomas cargados con un fármaco antineoplásico 

tiene el potencial para mejorar las propiedades terapéuticas de estos debido a la 

alta afinidad y selectividad por un blanco molecular en específico (7, 8). Bajo este 

principio surge el desarrollo de un nuevo sistema de liberación de fármacos 

llamados inmunoliposomas (IL), que son liposomas que se encuentran conjugados 

a un anticuerpo o a un fragmento de este (Fab, F(ab´)2 o scFv) (4). En la Figura 9 

se muestra el esquema general de la estructura de un anticuerpo. 

 

Figura 9. Esquema general de la estructura de un anticuerpo, se destacan las cadenas pesadas y 

las cadenas ligeras, junto con la región variable y la región constante unidas por un enlace 

disulfuro, las esferas en amarillo representan la unión con su antígeno. 

El reconocimiento de un blanco tumoral por el ligando conjugado a liposomas 

genera la formación de un complejo ligando-receptor. Este complejo es 

internalizado por endocitosis, proceso que es fuertemente dependiente de la 
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interacción ligando receptor con lo que se asume que la internalización debe ocurrir 

para lograr un mayor efecto antitumoral (47). El proceso mediante el cual se propone 

este mecanismo se muestra en la Figura 10. 

 

Figura 10. Representación esquemática del mecanismo provocado por la formación del complejo 

formado por la interacción entre un inmunoliposoma y el receptor en la célula tumoral. 

4.5.1. Blancos moleculares para el cáncer. 
 

Al momento de diseñar un sistema liposomal conjugado con un anticuerpo, se debe 

de seleccionar el blanco molecular al que sería dirigido este sistema y que este sea 

después internalizado para la liberación intracelular del fármaco que está siendo 

acarreado (4). Algunos blancos moleculares que se encuentran sobreexpresados 

en la superficie de las células tumorales son: El receptor del factor de crecimiento 
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epidermal (EGFR), el receptor de folato, los receptores a transferrina (TfR) y el 

receptor del factor de crecimiento epidermal humano (HER) (47). 

Para el cáncer de mama el blanco molecular que comúnmente se aborda es el 

receptor HER2, aunque también se ha encontrado en otros tipos de cáncer como 

próstata, vejiga, cerebro, pulmón y sistema gástrico (6).Una formulación liposomal 

de doxorrubicina denominada MM-302 fue conjugada con un fragmento de 

anticuerpo scFv anti-HER2 pasó a las fases clínicas, y en la fase I no se alcanzó la 

dosis máxima tolerada a una dosis de 50 mg/m2 y a una dosis de 30 mg/m2 se 

observó una actividad antitumoral (54). Sin embargo, en estudios clínicos fase II al 

no haber mejora sustancial en comparación con la terapia convencional, el estudio 

fue cesado (47, 55, 56). 

Otro blanco molecular es el receptor a transferrina (TfR), el cual está asociado con 

la captación celular de hierro y que se encuentra sobreexpresado en muchos tipos 

de cáncer (2). Se desarrolló una formulación de liposomas conjugados con 

transferrina y encapsulados con oxaliplatino para el tratamiento de segunda línea 

contra el adenocarcinoma esofágico en combinación con leucovorin y 5-FU, los 

cuales se están desarrollando estudios fase Ib/II (2, 56). 

Un blanco atractivo que se encuentra sobreexpresado en varios tipos de células 

cancerosas es el EGFR, que pertenece a la familia de receptores ErbB de 

tirosincinasas y está involucrada en la patogénesis y progresión de diferentes tipos 

de cáncer como: pulmón, cabeza y cuello, cerebro, colon y mama (2, 6). Existen 

anticuerpos monoclonales anti-EGFR como cetuximab (anticuerpo quimérico) y el 

nimotuzumab (anticuerpo humanizado) que ya se han utilizado en la terapia contra 

algunos tipos de tumor como el cáncer colorectal (2, 8). Se diseñó una formulación 

inmunoliposomal de doxorrubicina denominada C225_ILS_DOX, está conjugada 

con un fragmento Fab de cetuximab, que en estudios fase I se demostró una buena 

correlación entre la sobreexpresión de EGFR y una mejor eficacia terapéutica. Se 

alcanzó una dosis tolerada máxima (DTM) de 50 mg/m2. Actualmente se encuentran 

en estudios clínicos de fase II (47). Vázquez et. al. publicaron una formulación de 

cisplatino liposomal conjugada con nimotuzumab, cuyos resultados in vitro 
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muestran una buena especificidad y afinidad por el EGFR, y que hay una 

internalización de los ILs en células A-431 de carcinoma epidermoide (8). 

A pesar del gran esfuerzo que se ha realizado para mejorar estos vectores de 

fármacos antineoplásicos, y que varias formulaciones han alcanzado las fases 

clínicas, actualmente ninguna formulación ha llegado a ser aprobada para su uso 

en la terapia contra el cáncer. 

4.5.2. Conjugación de anticuerpos a liposomas. 
 

La estrategia convencional para la unión de un anticuerpo con algún componente 

de la formulación liposomal es mediante la formación de un enlace covalente, en 

donde el ligando se une a la superficie con un agente de acoplamiento. Para la 

producción de conjugados liposomales, se incorporan lípidos funcionalizados dentro 

de la bicapa, los cuales tienen grupos funcionales que son capaces de formar una 

unión química (6, 33). El componente que se elige para la unión con el anticuerpo 

es la parte distal del DSPE-mPEG, en donde el grupo metoxi inerte ha sido 

reemplazado por grupos funcionales útiles (p.e. grupo maleimido) para la 

conjugación del anticuerpo, esto con el fin de mejorar la disponibilidad del ligando. 

El grupo sulfhidrilo juega un papel fundamental en la reacción, sin embargo, este 

grupo funcional no se encuentra de manera accesible en las moléculas del 

anticuerpo, debido a que se necesitarían reducir los enlaces disulfuro que 

mantienen unido al anticuerpo, interfiriendo con su estructura y estabilidad, por lo 

que se debe generar utilizando un agente derivatizante como el N-succinimidil-S-

acetiltioacetato (SATA) permitiendo la introducción de grupos sulfhidrilo en las 

proteínas por la reacción con el éster de NHS (N-hidroxisuccinimida) y con los grupo 

amino, sin afectar los enlaces disulfuro del anticuerpo. Después de la modificación, 

el anticuerpo puede tratarse con un agente reductor suave para generar el grupo 

tiol en el conector unido a los anticuerpos y una vez realizado esto se dará la 

reacción con los liposomas que contienen un grupo reactivo unido al componente 

lipídico, como el DSPE-mPEG-maleimido, formando un enlace tioéter (2-4, 8). 
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4.6. Radiomarcaje de liposomas. 
 

Además de ser vectores de transporte de fármacos, los liposomas también pueden 

ser marcados con radionúclidos que permiten el monitoreo in vivo a través de 

técnicas de imagen molecular, lo que permite una aproximación teranóstica. Si los 

liposomas están cargados con algún fármaco quimioterapéutico se pueden 

radiomarcar para verificar que la liberación del agente antitumoral se realice 

mayoritariamente en el tejido de interés y para el diagnóstico de la enfermedad. Con 

estas técnicas es posible determinar la biodistribución de una formulación liposomal 

(57). 

La elección del radionúclido para marcar al liposoma va a depender de la aplicación 

que se le dé, por ejemplo; para aplicaciones diagnósticas en tomas de imagen por 

SPECT (Tomografía por emisión de fotón único) se suelen utilizar elementos 

emisores de fotones como: 99mTc (t1/2 = 6.02 h), 111In (t1/2 = 67.31 h) y 67Ga (t1/2 = 

78.28 h). Para imágenes en PET (Tomografía por emisión de positrones) se utilizan 

emisores de positrones (β+) como 68Ga (t1/2 = 67.71 min) o 18F (t1/2 = 109.77 min). 

En las aplicaciones terapéuticas se pueden utilizar radionúclidos emisores β- por 

ejemplo: 131I(t1/2 = 192.60 h), 186Re (t1/2 = 89.24 h) y 177Lu (t1/2 = 159.53 h) (57-59). 

Una de las características que debe tener una formulación radiomarcada es tener 

una estabilidad radioquímica alta tanto en un ambiente in vitro como in vivo para 

prevenir la liberación anticipada del radionúclido libre. Adicionalmente, el tiempo de 

vida media físico del radionúclido debería ser compatible con el tiempo de vida 

media en circulación de los liposomas (57). 

4.6.1. Métodos de radiomarcaje. 
 

Las técnicas de radiomarcado de liposomas se pueden dividir en tres categorías: 1) 

Encapsulación pasiva, 2) Marcaje en la membrana y 3) Encapsulación activa 

(Remote loading) (59). En la encapsulación pasiva el radionúclido queda en el 

interior de las vesículas lipídicas durante la preparación. Debido a la baja eficiencia 

de radiomarcado (<10%), este método es muy poco usado. El marcaje en la 

membrana involucra la adición de un agente lipofílico que tenga una fuerte 
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interacción con la bicapa lipídica, este proceso se puede realizar antes de la 

formación de los liposomas, o después de la elaboración de las vesículas utilizando 

lípidos funcionalizados con un agente quelatante en la superficie de la bicapa. Estas 

metodologías presentan una desventaja, que es la poca estabilidad in vivo, ya que 

una vez dentro de circulación, al interactuar con proteínas plasmáticas (p.e. 

transferrina) se pueden transquelar y alterar la biodistribución de la formulación. La 

tercera categoría es la encapsulación activa, que consiste en realizar el 

radiomarcaje posterior a la elaboración de los liposomas, y esta puede ser mediante 

la incorporación de ionóforos o con la ayuda de un quelatante lipofílico (9, 57). Con 

estas técnicas se proveen altas eficiencias de encapsulación (>90%) y muestran un 

mejor comportamiento in vivo, debido a la protección que brindan los componentes 

lipídicos al radionúclido, previniendo su interacción con biomacromoleculas en el 

medio biológico (59-61). En la Figura 11 se muestra un resumen de las técnicas de 

radiomarcado para liposomas. 

 

Figura 11. Esquema general de métodos de radiomarcado de liposomas. 
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Una manera de incorporar un radionúclido al espacio acuoso liposomal es mediante 

del uso de ionóforos, que son moléculas que permiten el transporte de iones 

metálicos (en este caso de radiometales) a través de la bicapa lipídica. Debido a la 

naturaleza metaestable de estos complejos, el radionúclido metálico se libera en el 

interior del liposoma y se une con un quelatante que ya ha sido previamente 

encapsulado, formando un complejo más estable (60). Para poder realizar el 

transporte, los ionóforos deben asumir conformaciones críticas en donde los átomos 

de oxígeno se orientan hacia el catión, provocando que el exterior de la molécula 

presente una superficie rica en estructuras hidrocarbonadas (62). 

Se han probado varios ionóforos (quelatantes o transportadores lipofílicos) para 

radiomarcar diferentes formulaciones liposomales. Un ejemplo de ello es el uso del 

ionóforo de calcio A23187 que ha sido utilizado para encapsular radionúclidos como 

111In, 67Ga, 225Ac y 223Ra en los cuales se publicaron eficiencias de radiomarcado 

mayores al 90%. El ionóforo antes mencionado se encuentra embebido en la 

membrana liposomal, permitiendo el transporte de los radiometales al interior del 

liposoma (60, 63, 64). 

Otro tipo de quelatantes lipofílicos utilizados para encapsular radionúclidos al 

interior de liposomas son la 2-hidroxiquinoleina (2HQ) y la 8-hidroxiquinoleina (8HQ 

u oxina), que no requieren estar incorporados en la bicapa lipídica al momento de 

su elaboración (57, 60). Petersen et. al. desarrollaron liposomas PEGilados 

radiomarcados con 64Cu para imagen por PET, y en cuyo centro acuoso se 

encontraba el quelatante ácido 1,4,7,10-tetraazaciclododecan-N, N´, N´´, N´´´-

tetraacético (DOTA). Con esta metodología se propone que el 64Cu es transportado 

a través de la membrana liposomal por el ionóforo 2HQ que, al llegar al espacio 

acuoso el radionúclido se unirá preferentemente con el DOTA pre-encapsulado, 

quedando atrapado en el interior de la vesícula. Se reporta una eficiencia de 

radiomarcado mayor al 99% después de la purificación (61). 

Se han encapsulado varios radionúclidos con la técnica descrita anteriormente y 

para distintas aplicaciones, tanto diagnósticas como terapéuticas. Un radionúclido 

que se utiliza como aproximación teranóstica es el 177Lu (65). Wang et. al. reportaron 
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una técnica en la que realizaron un radiomarcado de una formulación liposomal que 

encapsula al quelatante bifuncional ácido dietilentriaminpentaacético (DTPA), y 

como transportador de iones utilizaron oxina (8HQ) para incorporar 177Lu al interior 

acuoso, donde formará un complejo más estable con el DTPA, quedando atrapado. 

La eficiencia de radiomarcaje fue de hasta el 80% con una pureza radioquímica 

mayor al 90%. En estudios de estabilidad in vitro en suero humano fue de 83% a las 

72 horas del estudio. En estudios de biodistribución in vivo se observó la máxima 

acumulación en tumor a las 48 h. La vida media de circulación de estos liposomas 

fue de 11.5 h (66). 

4.6.2. Propiedades físicas y químicas del lutecio-177 y del DOTA. 
 

El 177Lu decae a 177Hf estable por emisión de una partícula β- con energía de 497 

kEv y tiempo de vida media de 6.71 días, es adecuado para aplicaciones 

radioterapéuticas, además emite varios fotones gamma con energías de 208 kEv 

(11%) y 113 kEv (6.4%) que pueden ser usados para una evaluación diagnóstica 

por imagen molecular (65, 67).  

El lutecio es el último miembro de la serie de los lantánidos, con 71 electrones 

arreglados en la configuración [Xe]4f145d16s2. Durante una reacción química, los 

átomos de lutecio pierden los dos electrones más externos (6s) y el electrón de la 

capa 5d, generando especies catiónicas con carga 3+, siendo este el número de 

oxidación más común de este metal. Las sales de cloruro, nitrato, sulfato y acetato 

son solubles en agua, mientras que sales de fluoruro, oxido, hidróxido, carbonato, 

fosfato y oxalato son insolubles. En solución acuosa el lutecio forma una esfera de 

solvatación con 8 o 9 moléculas de agua (65). 

Los números de coordinación del lutecio van del 6-9, siendo 8 y 9 los más 

termodinámicamente estables. Tiene una fuerte tendencia para formar complejos 

con donadores fuertes de átomos como O y N. Dado el número de coordinación alto 

del lutecio (8,9), y que los complejos resultantes son más estables tanto con 

ligandos acíclicos (DTPA, EDTA, EDDA) y poliaminopolicarboxilatos cíclicos 

(DOTA, NOTA) que tienen 8 o 9 átomos donadores. El radio iónico del Lu3+ es de 
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0.861 Å (65). El proceso de complejación se puede ver afectado por la presencia de 

otros iónes metálicos como el Ca2+, que requiere hasta 5 veces más la 

concentración de Lu3+ para poder competir por el DOTA, mientras que iones como 

el Fe2+ y Zn2+ a concentraciones equimolares de Lu3+ pudieron interferir con la 

formación del complejo (68). 

El DOTA es un quelatante cuya estructura es un anillo de doce miembros que 

contiene cuatro átomos de nitrógeno que están unidos a grupos de ácido 

carboxílico. Se ha publicado que el DOTA forma complejos con elementos del grupo 

de los lantánidos con valores de constante de estabilidad mayores que las 

correspondientes con DTPA (log K 25.4 y log K 22.6 respectivamente para lutecio) 

(69-72). A pesar de que tanto los complejos de lutecio con DOTA y DTPA se han 

utilizado ampliamente en el desarrollo de radiofármacos, algunos complejos con 

DTPA han demostrado disociarse y liberar el radionúclido en condiciones 

fisiológicas (65). 

De acuerdo con datos obtenidos por cristalografía, la estructura molecular de este 

complejo con lutecio involucra a los cuatro átomos de nitrógeno junto con los cuatro 

átomos de oxígeno y aparte un oxígeno proveniente de una molécula de agua 

(Figura 12) (72). 

 

Figura 12. Estructura del complejo DOTA-Lu3+. Se forma una estructura con geometría de antiprisma 

cuadrado cubierto en donde el plano basal lo ocupan los átomos de nitrógeno mientras 

que el plano que forma la cubierta lo ocupan los átomos de oxígeno del grupo carboxilo 

junto con una molécula de agua (65). 
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El primer radiofármaco de lutecio aprobado por la FDA y la EMA es el [177Lu]Lu-

DOTA-TATE (Lutathera®), el cual es un péptido (octreotato) unido a una molécula 

de DOTA que es responsable de la quelatación del lutecio. Este radiofármaco fue 

aprobado para el uso clínico en pacientes con tumores neuroendocrinos 

gastropancreáticos (73). 

4.7. Diseño de experimentos en desarrollo de formulaciones liposomales. 
 

La calidad por diseño (QbD) es una aproximación sistemática basada en un análisis 

de riesgo en el desarrollo de productos y manufactura farmacéutica, en donde se 

busca asegurar la calidad y seguridad del producto en una fase temprana del 

desarrollo (74, 75). La herramienta de QbD juega un importante papel en la 

optimización de sistemas de liberación de fármacos tanto del producto como del 

proceso al definir los siguientes factores (75): 

A) Atributos Críticos de Calidad (ACC): % encapsulación, tamaño de partícula, 

potencial zeta, % eficiencia de atrapamiento, liberación del fármaco, etc. 

B) Parámetros Críticos del Proceso (PCP): Temperatura, Tiempo de 

hidratación, tiempo de sonicación, tiempo de incubación, etc. 

C) Atributos Críticos de Formulación (ACF): Peso molecular promedio de los 

componentes lipídicos, la carga del lípido, la proporción de: fosfolípidos, 

colesterol, surfactante, etc. 

Por lo tanto, el objetivo de la herramienta de QbD es tener un profundo 

entendimiento de las variables de formulación y de proceso y la relación entre cada 

uno de los factores antes mencionados. A fin de estudiar la relación entre cada uno 

de los factores críticos de calidad de una manera matemática, se utiliza la estrategia 

del Diseño de Experimentos (DoE) (74). El DoE es una preparación experimental 

que sirve para evaluar simultáneamente varios factores a un número dado de 

niveles en un número predeterminado de experimentos que estarán representados 

en una matriz a diferentes niveles de combinación (76). Las técnicas de DoE son 

las más confiables debido a que se pueden lograr los objetivos deseados en una 

formulación como resultado de menos corridas experimentales, además de que en 
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procesos iniciales de monitoreo (screening) el diseño experimental permite 

reconocer las variables de entrada significantes de las que no son significantes (75). 

El primer paso al momento de realizar un diseño experimental es definir las variables 

experimentales y las respuestas de medición. El siguiente paso es planear la 

experimentación y ejecutarla de tal manera que se obtenga la mayor cantidad de 

información con el mínimo de experimentos (77). 

Se han ocupado distintos tipos de diseños de experimentos para el desarrollo de 

formulaciones liposomales. Un ejemplo de la utilización de DoE fue el desarrollo de 

una formulación liposomal de riboflavina en su forma libre o complejada con 

ciclodextrina junto con la adición de distintos antioxidantes y protectores de la luz, 

incorporados en la bicapa lipídica o en el centro acuso. En este estudio se 

identificaron 11 factores, los cuales estaban relacionados con la formulación del 

sistema y con el proceso de elaboración. Se utilizó un diseño de Plackett-Burman 

para la identificación de los factores que resultan de mayor importancia para el 

desarrollo de esta formulación, con el objetivo de enfocarse en ellos. Los efectos 

más significativos de acuerdo con el diseño experimental fueron la presencia del 

protector solar aceite de rojo O, la riboflavina complejada con la ciclodextrina y el 

procedimiento de elaboración de las vesículas. Con base en estos resultados se 

pueden realizar estudios de optimización para encontrar mejores resultados 

realizando diseños con menos variables y menos corridas experimentales (78).  
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

 

Debido a que las formulaciones liposomales para terapia contra el cáncer presentan 

una especificidad limitada al sitio tumoral, se requiere de un sistema 

inmunoliposomal estable que contenga un radionúclido de uso teranóstico, que se 

pueda utilizar para seguir el comportamiento in vivo del sistema de liberación y que 

además pueda ser usado para radioterapia interna. En este trabajo se plantea 

diseñar una metodología de radiomarcado del sistema inmunoliposomal con el 

radionúclido lutecio-177 (177Lu), que es un emisor beta/gamma, el cual tiene 

potencial en la teranóstica del cáncer.  

 

 

 

6. HIPÓTESIS. 

 

La incorporación del radionúclido 177Lu al espacio acuoso inmunoliposomal 

mediante la técnica de encapsulación activa utilizando el quelatante lipofílico 8HQ 

dará como resultado un sistema estable in vitro, con una alta pureza radioquímica. 
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7. OBJETIVOS. 

 

El objetivo general de este proyecto es: Desarrollar una técnica eficiente y 

estable de radiomarcado con 177Lu de inmunoliposomas cargados con 

cisplatino. 

Los objetivos específicos son: 

 

1) Elaborar los sistemas liposomales e inmunoliposomales con base en el 

diseño experimental de Plackett-Burman y realizar la caracterización 

fisicoquímica. 

 

2) Realizar el radiomarcaje de los sistemas liposomales e inmunoliposomales 

con la técnica de encapsulación asistida por quelante lipofílico y determinar 

la estabilidad in vitro del radiomarcado en SSI y suero humano. 

 

3) Evaluar la citotoxicidad del 177Lu[LuCl3] y del sistema inmunoliposomal 

radiomarcado en líneas celulares de cáncer cervicouterino (HeLa y Ca Ski) y 

en las líneas A431 y MRC-5. 
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8. MATERIALES. 

 

Componentes lipídicos: L-α-fosfatidilcolina hidrogenada de soya (HSPC), colesterol 

(Chol), 1,2-diasteroil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[metoxi(polietileglicol)-2000] 

(mPEG), 1,2-diasteroil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[maleimido(polietileglicol)-

2000] (PEG-mal) fueron adquiridos de Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, Estados 

Unidos). 

La 8-hidroxiquinolina (8HQ u oxina), el ácido 1,4,7,10-tetraazaciclododecan-N, N´, 

N´´, N´´´-tetraacético (DOTA), N-succinimidil-S-acetiltioacetato (SATA), el ácido 

etilendiamintetraacético (EDTA), dimetilformamida (DMF), cis-diaminodicloroplatino 

(II) (cisplatino, CDDP), la disolución amortiguadora HEPES, cloruro de potasio (KCl), 

cloruro de sodio (NaCl), cloruro férrico hexahidratado (FeCl3*6H2O), tiocianato de 

amonio (NH4SCN), N,N´-dietilditiocarbamato de sodio (DDTC), clorhidrato de 

hidroxilamina, fosfato dibásico de sodio anhidro (Na2HPO4) fueron obtenidos de 

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Estados Unidos). Los solventes acetonitrilo, metanol 

grado HPLC y cloroformo grado reactivo fueron obtenidos de JT. Baker (Waltham, 

MA, Estados Unidos), el formaldehído grado reactivo fue obtenido de Reproquifin 

(Estado de México, México). Las columnas cromatográficas de exclusión molecular 

PD-10 (Sephadex G-25) fueron adquiridas de General Electric Healthcarew (Little 

Chalfont, Reino Unido). Las membranas de diálisis Spectrapor 12-14000 MWCO 

fueron adquiridas de Spectrum Medical Industries (Nueva Delhi, India). 

Las líneas celulares de trabajo (HELA, Ca Ski, A431 y MRC-5) fueron adquiridas de 

la American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, Estados Unidos), 

mientras que le medio de cultivo DMEM-F12 y el suero fetal bovino se adquirieron 

de Gibco (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, Estados Unidos). 

Material radiactivo: El cloruro de lutecio-177 ([177Lu]LuCl3) fue adquirido en el 

Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares (ININ). 

Anticuerpo monoclonal: El nimotuzumab (CIMAher, Cuba) fue una donación por 

parte del Laboratorio de Oncología Experimental del Instituto Nacional de 

Cancerología (INCan). 
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9. METODOLOGÍA EXPERIMENTAL. 

 

En la Figura 13 se muestra un diagrama general de los experimentos que se 

realizaron en este trabajo. 

 

Figura 13. Diagrama general experimental. 



Posgrado en Ciencias Químicas, UNAM.        Tesis de Maestría, 2021                     

 

35 QFB Erick Yair Castillo Ochoa 

9.1. Preparación de liposomas cargados con cisplatino por evaporación en 
fase reversa. 

 

La técnica que se utlizó para la elaboración de liposomas fue una modificación del 

método publicado por Szoka et. al. (79). Brevemente, se preparó una disolución de 

cisplatino en el amortiguador HEPES (pH 7.0), la cual fue calentada a 60°C y con 

agitación constante. En otro recipiente se disolvieron HSPC, Colesterol, mPE-

PEG2000 y PEG-mal en una solución de cloroformo: metanol (2:1) a una proporción 

molar de 60:35:3:2. Se adicionó lentamente por goteo la solución de lípidos a la 

solución acuosa (aún en agitación y a 60°C) lentamente para no formar espuma. La 

emulsión que se formó fue trasvasada a un matraz de bola y llevada a un rotavapor 

(Heidolph, Schwabach, Alemania) a una velocidad de 150 rpm y a presión reducida. 

Todo el proceso se llevó a cabo en un baño ultrasónico (Modelo 2510, Branson 

Ultrasonics Co., Ltd., Shangai, China) durante 1 h y a una temperatura de 60°C. La 

suspensión de liposomas fue enfriada a temperatura ambiente y colocada en un 

desecador por 24 horas a vacío. Los liposomas fueron dializados durante 4 horas 

(2 x 2h) utilizando disolución salina como medio. La elaboración de liposomas 

blanco se realizó de la misma manera, pero sin la carga del cisplatino. 

 

9.2. Elaboración de inmunoliposomas. 
 

9.2.1. Derivatización del mAb. 
 

Se preparó una solución del reactivo SATA en DMF a una concentración de 10 

mg/mL. Se adicionaron 30 µL de esta solución por cada 1 mL de mAb. Se agitó 

durante 1 h a temperatura ambiente. Se conservó a refrigeración 2-8°C. 

9.2.2. Desprotección del grupo sulfhidrilo. 
 

Se preparó una disolución de clorhidrato de hidroxilamina a una concentración de 

50 mg/mL en una disolución amortiguadora de Conjugación (fosfato dibásico de 

sodio 100 mM, EDTA 10 mM, pH 7.6). Posteriormente se adicionaron 100 µL de 
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disolución de hidroxilamina por cada mL de mAb derivatizado. Se dejó incubar 

durante 1 h a temperatura ambiente y agitación constante.  

9.2.3. Purificación del mAb derivatizado y desprotegido. 
 

Inmediatamente después del tiempo de reacción para la desprotección se hicieron 

pasar los mAbs derivatizados a través de una columna PD-10, acondicionada con 

30 mL de buffer de conjugación, siendo esta misma la fase móvil. Se colectaron 

fracciones de 1 mL y se midió la absorbancia a 280 nm a cada una de ellas. Se 

reunieron todas las fracciones de mayor relevancia (Abs280 ≥ 0.4) en una sola, cuya 

concentración final en todos los casos debe ser mayor a 2.5 mg/mL. 

9.2.4. Conjugación de mAb a liposomas. 
 

Después de la purificación de los anticuerpos derivatizados y desprotegidos, se 

mezclaron volúmenes iguales del mAb y de la suspensión liposomal. Se incubaron 

a temperatura ambiente bajo agitación constante durante 2 h. Al finalizar el tiempo 

de incubación, se conservó la suspensión en refrigeración a 2-8°C. 

9.3. Caracterización fisicoquímica de los liposomas. 
 

9.3.1. Tamaño de partícula. 
 

Para la determinación del tamaño de partícula se utilizó la técnica de dispersión 

dinámica de luz (DLS por sus siglas en inglés). Se lavaron celdas de plástico 2 veces 

con KCl 10 mM previamente filtrado a través de membranas de 0.22 µm (Millex GV, 

Merck), con el fin de remover partículas de polvo que pudieran interferir en la lectura. 

Se llenaron las celdas con KCl 10 mM y se agregaron 20 µL del estándar o de la 

muestra. Se resuspendió la muestra y se realizó la lectura en un equipo 90 PLUS/BI-

MAS (Brookhaven Instruments Co., Holtsville, NY, Estados Unidos). El correcto 

funcionamiento del equipo se verificó mediante la medición de un estándar de 

partículas de poliestireno (Nanosphere, Thermo Scientific). La lectura del estándar 

debe ser: 92 ± 3.7 nm. 
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9.3.2. Potencial zeta. 
 

El método utilizado para la determinación de potencial zeta fue la dispersión de luz 

electroforética (ELS). Se lavaron las celdas 2 veces con KCl 1 mM previamente 

filtrado. Se llenó con aproximadamente 1.0 mL de KCl y fueron agregados 30 µL de 

la muestra, se resuspendieron y se les colocó un electrodo cuidando que no se 

formen burbujas, se conectó el electrodo y se leyó la muestra en un equipo 90 

PLUS/BI-MAS. 

Para la medición del estándar de referencia se lavó la celda y se llenó 

aproximadamente con 1.0 mL de una solución de 5 mg/20 mL (0.25 mg/mL) del 

estándar BIZR3 (Brookhaven Instruments, Estados Unidos), se colocó el electrodo 

y se leyó la muestra. La lectura del estándar debe ser de -53 ± 4 mV. 

9.3.3. Cuantificación de fosfolípidos. 
 

Se realizó la cuantificación de fosfolípidos con una modificación del método 

publicado por Stewart (80). Se tomaron 10 µL de muestra y se llevaron a 100 µL 

con agua desionizada, seguido de agitación en vortex por un minuto. Se tomaron 

20 µL de la dilución anterior y se llevaron a sequedad. Se añadieron 15 µL de agua 

desionizada, se agitó 1 minuto en vórtex y se repite el proceso de secado. Una vez 

secas las muestras fueron resuspendidas en 750 µL de cloroformo y se agitó en 

vórtex por 2 minutos. Se agregaron 750 µL de ferrotiocianato de amonio, se agitaron 

en vórtex 1 minuto y se centrifugaron a 3000 rpm durante 3 minutos a una 

temperatura de 4°C (Centrifuge 5702 R, Eppendorf Estados Unidos). La fase acuosa 

fue retirada y de la fase orgánica se tomaron aproximadamente 700 µL que se 

depositaron en la celda de cuarzo y se leyó a 488 nm en un espectrofotómetro (DU 

530 Beckman Coulter, Estados Unidos). 

Para la preparación del ferrotiocianato de amonio (NH4FeSCN) se disolvieron 27.03 

g de cloruro férrico hexahidratado (FeCl3*6H2O) (Sigma-Aldrich, Alemania) y 30.4 g 

de tiocianato de amonio (NH4SCN) (Sigma-Aldrich, Alemania) en 1 L de agua 

desionizada. La solución se guardó en un frasco ámbar. 
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9.3.4. Cuantificación de cisplatino. 
 

Se utilizó la metodología de extracción de cisplatino liposomal previamente 

publicada en el laboratorio (25, 81) con algunas modificaciones, las cuales se 

describen brevemente: Se preparó una dilución 1:100 de la muestra de liposomas. 

Se tomaron 100 µL y se mezclaron con 400 µL de acetonitrilo; se agitó en vórtex y 

se centrifugó durante 10 minutos a una temperatura de 4°C y 10,000 rpm 

(Zentrifugen Mikro 22R Hettich, Alemania). Se tomaron 400 µL del sobrenadante y 

se pasaron a un tubo de microcentrífugación de 1.5 mL. Las muestras fueron 

secadas a una temperatura de 40°C y bajo corriente de N2. Una vez secas, las 

muestras fueron resuspendidas en 100 µL de solución salina, se agitaron en un 

vórtex y se agregaron 10 µL de NiCl2 (50 µg/mL) y 10 µL de DDTC al 10% en NaOH 

0.1 M. Las muestras fueron agitadas e incubadas durante 30 minutos a 37°C y 500 

rpm en una placa de calentamiento con agitación (Thermomixer Compact, 

Eppendorf, Hamburgo, Alemania). Se agregaron 100 µL de cloroformo, se agitaron 

3 minutos en vórtex y se centrifugó 10 minutos a 10000 rpm a 4°C. Se tomó una 

alícuota de 50 µL de la fase orgánica y se transfirió a un tubo de 1.5 mL y se llevó a 

sequedad bajo corriente de N2 y temperatura ambiente. Se adicionaron 50 µL de 

acetonitrilo y se agitó vigorosamente durante 5 minutos. Se inyectaron 20 µL de la 

muestra al cromatógrafo. 

La cuantificación de cisplatino se realizó por HPLC en un equipo Waters 650E 

(Waters, Milford, MA, Estados Unidos) con un inyector con loop de 20 µL 

(Rheodyne, Cotati, CA, Estados Unidos) y un detector UV/Vis 486. Las condiciones 

cromatográficas fueron: 

Columna: Symmetry C-18 (4.6 X150 mm) 5 µm 

Flujo: 1.8 mL/min 

Temperatura: 23 °C 

Fase móvil: Agua/MeOH/Acetonitrilo (27:45:28) 

Volumen de inyección: 20 µL 
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TR cisplatino: 3.02 min 

TR NiCl2: 4.01 min 

Tiempo de corrida: 7 min 

Longitud de onda: 254 nm 

Con los datos de concentración de cisplatino y fosfolípidos fueron calculados la 

eficiencia de encapsulación (EE) y la eficiencia de carga (EC) usando las siguientes 

relaciones: 

𝐸𝐸 (%) =
𝐶𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝐶𝐷𝐷𝑃 𝑒𝑛𝑐𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎𝑑𝑜 (𝑚𝑔)

𝐶𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝐶𝐷𝐷𝑃 (𝑚𝑔)
 𝑥 100 

𝐸𝐶 (%) =
𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝐶𝐷𝐷𝑃 𝑒𝑛𝑐𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎𝑑𝑜 (

𝑚𝑔
𝑚𝐿

)

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑙í𝑝𝑖𝑑𝑜𝑠 (
𝑚𝑔
𝑚𝐿

)
 𝑥 100 

 

9.4. Radiomarcado de liposomas. 
 

Se adicionaron 10 µL de 8-hidroxiquinoleina (70 mM) en etanol a un tubo que 

contenía [177Lu]LuCl3 en un volumen aproximado de 10 µL con una actividad 

aproximada de 0.1-0.3 mCi, se dejó incubar a temperatura ambiente por 30 minutos. 

Posteriormente se adicionaron 200 µL de los liposomas previamente elaborados, y 

se dejan incubando a una temperatura de 40° C por 60 min. Después se purificaron 

y concentraron los liposomas radiomarcados por ultrafiltración utilizando filtros 

Amicon de 3 K (Merk Millipore, Estados Unidos) de 0.5 mL, se centrifugaron a 

10,000 rpm durante 10 minutos (Mini Spin, Eppendorf, Hamburgo, Alemania), 

adicionando 100 µL de solución amortiguadora de HEPES para filtrar el 177Lu no 

encapsulado. La eficiencia de radiomarcado se determinó utilizando un activímetro 

(Deluxe Isotope Calibrator II, Nuclear Associates, Estados Unidos) midiendo la 

actividad inicial y la actividad asociada a los liposomas 

Una vez purificados los liposomas radiomarcados, se toma una muestra de 2 µL y 

se deposita en un extremo de una placa de ITLC previamente activada a 100°C y 
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conservada en un ambiente seco por 24 h. Se hace el corrimiento cromatográfico 

utilizando solución salina isotónica como fase móvil. Una vez realizada la elución de 

la fase móvil por la placa, esta se deja secar y se corta por la mitad y ambas partes 

son medidas en un contador de centelleo (Model 2200 Scale Ratemeter, Ludlum, 

Estados Unidos). Se espera que la mayor actividad se encuentre en la parte inferior 

de la placa (Bottom) que en la superior (Top), por lo que el cálculo de la pureza 

radioquímica queda determinado por: 

𝑃𝑢𝑟𝑒𝑧𝑎 𝑟𝑎𝑑𝑖𝑜𝑞𝑢í𝑚𝑖𝑐𝑎 (%) =
𝑐𝑝𝑚 𝐵𝑜𝑡𝑡𝑜𝑚

𝑐𝑝𝑚 𝑇𝑜𝑝 + 𝑐𝑝𝑚 𝐵𝑜𝑡𝑡𝑜𝑚
 𝑥 100 

9.5. Estabilidad in vitro en suero humano. 
 

La estabilidad in vitro se llevó a cabo tanto en disolución salina al 0.9% como en 

suero humano a los cuales se adicionaron 0.2 mCi de liposomas o inmunoliposomas 

radiomarcados con la técnica descrita anteriormente. Para la estabilidad en suero, 

las muestras se mantuvieron en incubación a una temperatura de 37°C durante todo 

el estudio. Se tomaron muestras de 20 µL a las 0, 0.5, 1, 3, 6, 18 y 24 horas y se 

depositaron en un extremo de una placa de ITLC. Se hace el corrimiento 

cromatográfico utilizando disolución salina isotónica como fase móvil. Una vez 

realizada la elución de la fase móvil por la placa, esta se deja secar y se corta por 

la mitad y ambas partes son medidas en un contador de centelleo (Model 2200 

Scale Ratemeter, Ludlum, Estados Unidos). Se espera que la mayor actividad se 

encuentre en la parte inferior de la placa (Bottom) que en la superior (Top), por lo 

que el cálculo de la estabilidad in vitro queda determinado por: 

𝐸𝑠𝑡𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑒𝑛 𝑙𝑖𝑝𝑜𝑠𝑜𝑚𝑎𝑠 (%) =
𝑐𝑝𝑚 𝐵𝑜𝑡𝑡𝑜𝑚

𝑐𝑝𝑚 𝑇𝑜𝑝 + 𝑐𝑝𝑚𝐵𝑜𝑡𝑡𝑜𝑚
 𝑥 100 
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9.6. Diseño experimental de Plackett-Burman. 
 

9.6.1. Diagrama de Ishikawa.  
 

Una de las herramientas que se utilizan comúnmente dentro de la gestión de riesgos 

en la industria farmacéutica y que es útil para la identificación de los atributos críticos 

de calidad, formulación y proceso, es el diagrama de espina de pescado o diagrama 

de Ishikawa (75). El diagrama de Ishikawa para la elaboración de inmunoliposomas 

radiomarcados en el laboratorio de Física Médica e Imagen Molecular se muestra 

en la Figura 14. 
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Figura 14. Diagrama de Ishikawa para la elaboración de Inmunoliposomas cargados con cisplatino y radiomarcados con 177Lu. En este diagrama 

se encuentran marcados en rojo las variables elegidas a estudiar por diseño de experimentos.
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Para este estudio se identificaron 8 variables que pueden ser significantes en la 

elaboración de inmunoliposomas radiomarcados, y estos son: 

1) Liposomas con o sin cisplatino 

2) La temperatura de incubación 

3) El tiempo de incubación del radiomarcado 

4) Conjugación del mAb 

5) Concentración de oxina 

6) Concentración de DOTA 

7) pH de la solución amortiguadora de HEPES 

8) Concentración de HEPES 

 

9.6.2. Matriz experimental de Plackett-Burman. 
 

Una matriz experimental de Plackett-Burman (PB) es un diseño factorial altamente 

fraccionado que nos permite estudiar varios factores con el mínimo de corridas 

experimentales y con ello, obtener la mayor información de nuestro espacio de 

diseño. Este diseño nos permite examinar hasta un máximo de f = N – 1 factores en 

N experimentos, donde N es un múltiplo de 4 (N = 8, 12, 16, 20, …). Cuando N 

excede el número de factores reales a estudiar, las columnas restantes del diseño 

experimental de PB se definen como factores dummy, en donde un cambio entre 

los niveles -1 y +1 no tienen un significado fisicoquímico (76). Con base en las 

variables de estudio identificadas con el diagrama de Ishikawa, se asignaron los 

valores altos (+1) y bajos (-1), quedando de esta forma en la Tabla 1. 

Tabla 1. Niveles de las variables de estudio. 

Variable Nivel bajo (-1) Nivel alto (+1) Unidades 

Concentración DOTA 10 20 mM 

Concentración 8HQ 60 70 mM 

Concentración buffer HEPES 5 15 mM 

pH buffer HEPES 6 8 na 

Temperatura de radiomarcado 30 40 °C 

Tiempo radiomarcado 30 60 min 

Presencia de cisplatino Ausencia Presencia na 

Presencia de anticuerpo Ausencia Presencia na 
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En el presente trabajo se diseñó una matriz de Plackett-Burman para 8 factores, la 

cual fue generada y posteriormente analizada utilizando el software 

STATGRAPHICS Centurion XVIII (Statgraphics Technologies, Inc., The Plains, 

Virginia), siendo la eficiencia de radiomarcado la respuesta a ser analizada. La 

matriz generada se muestra en la Tabla 2. Las corridas experimentales fueron 

ejecutadas de manera aleatoria. 

Tabla 2. Matriz experimental de Plackett-Burman. 

Factor 1 Factor 2 Factor 3 Factor 4 Factor 5 Factor 6 Factor 7 Factor 8 

Conjugación 

de 

anticuerpo 

[DOTA] 

(mM) 

[8HQ] 

(mM) 

[HEPES] 

(mM) 

pH 

HEPES 

Temperatura 

(°C) 

Tiempo 

radiomarcado 

(min) 

Presencia 

de 

cisplatino 

1 1 -1 1 1 1 -1 -1 

-1 1 1 -1 1 1 1 -1 

1 -1 1 1 -1 1 1 1 

-1 1 -1 1 1 -1 1 1 

-1 -1 1 -1 1 1 -1 1 

-1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 

1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 

1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 

1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 

-1 1 1 1 -1 -1 -1 1 

1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 

-1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 

 

9.7. Estudios de viabilidad celular. 
 

9.7.1. Cultivos celulares. 
 

Fueron cultivadas las líneas celulares de carcinoma cervicouterino HeLa y Ca Ski, 

la línea celular de carcinoma epidermoide vulvar A-431 y la línea celular normal de 

fibroblasto de pulmón MRC-5. Se utilizó como control positivo a la línea celular A431 

debido a la sobreexpresión del receptor EGFR, como control negativo a la línea 

celular normal de fibroblasto de pulmón MRC-5 ya que presenta niveles basales de 

dicho receptor, las líneas celulares de estudio fueron HeLa y Ca Ski. Se cultivaron 
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en el medio DMEM-F12 con 100 unidades/mL de estreptomicina/penicilina y 

suplementados con suero fetal bovino al 10%. Los cultivos celulares fueron 

incubados a 37°C con una atmosfera de 5% de CO2 para su proliferación. 

 

9.7.2. Curvas de viabilidad celular del [177Lu]LuCl3. 
 

Para los ensayos de citotoxicidad del radionúclido libre, fueron sembradas un 

número determinado de células en placas de 24 pozos: 1000 células/pozo para 

HeLa y 2000 células/pozo para A431, Ca Ski y MRC-5. Se dejaron acondicionar por 

un tiempo de 24 h antes del ensayo. Se reemplazó el medio de cultivo por medio 

fresco que contenía diferentes actividades de [177Lu]LuCl3, expresado comúnmente 

como MBq/mL (82) (0.01-10.0 MBq/mL). Después de 5 días de incubación se retiró 

el medio de cultivo y se realizaron 2 lavados con una disolución amortiguadora de 

fosfatos (PBS; NaCl 139.9 mM, Na2HPO4 8.1 mM, KCl 2.68 mM y KH2PO4 1.47 mM, 

pH 7.4) seguido de una solución de formaldehído al 10% en PBS, esto con el fin de 

fijar las células. Posteriormente se retiró el formaldehído y se adicionaron 500 µL de 

cristal violeta a cada pozo. Se dejaron incubando a temperatura ambiente por 24 h. 

Pasado el tiempo de incubación, se retiró el cristal violeta y se realizaron 2 lavados 

con PBS y se adicionó 1 mL de ácido acético al 33% y se agitó a 150 rpm durante 

15 minutos. Se transfirieron 100 µL a una placa 96 pozos y se determinó la 

absorbancia (Abs) a 570 nm en un equipo lector de placas para ELISA (Multiskan 

Fc, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). El porcentaje de células que 

sobrevivieron se calculó con la siguiente expresión: 

𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 (%) =
𝐴𝑏𝑠𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠

𝐴𝑏𝑠𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
 𝑥 100 

La actividad inhibitoria 50 (AI50) se define como la actividad del radionúclido que es 

necesaria para alcanzar el 50% de la inhibición de la replicación celular en estudios 

in vitro y fue calculada usando el software Sigma Plot V10 (Systat Software Inc, SJ, 

California). Se tomaron fotografías de las células utilizando una cámara Canon EOS 

REBEL T3i, con un aumento de 10X con un filtro color verde. 
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9.7.3. Evaluación del sistema inmunoliposomal radiomarcado. 
 

Para la evaluación del sistema inmunoliposomal radiomarcado, se utilizaron las 4 

lineas celulares y el tratamiento descrito previamente. Con base en los resultados 

de AI50 obtenidos del ensayo de citotoxicidad del [177Lu]LuCl3, se probaron distintas 

actividades de IL´s radiomarcados y cargados con cisplatino para Caski y MRC-5 

(0.15 MBq/mL y 0.3 MBq/mL AI12.5 y AI25 respectivamente) y para A431 y HeLa (0.3 

MBq/mL y 0.6 MBq/mL AI12.5 y AI25 respectivamente). Este tratamiento se comparó 

con IL´s blanco sin radiomarcar e IL´s cargados con cisplatino sin radiomarcar, con 

un tiempo de incubación de 5 días. También se compararon distintos tiempos de 

incubación (3 h, 24 h y 5 días) del sistema inmunoliposomal cargado con cisplatino 

y radiomarcado. Se corrió un control con SSI. Se determinó el porcentaje de células 

que sobrevivieron con la misma expresión utilizada en el ensayo previo. 

 

9.8. Análisis estadístico. 
 

Los datos fueron analizados a través de un análisis de varianza simple (ANOVA) y 

una prueba pos hoc de Bonferroni para encontrar diferencias entre grupos con un 

nivel de significancia de p<0.05 (Statgraphics Technologies Inc., The Plains, 

Virginia). 
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10. RESULTADOS. 

 

10.1. Caracterización fisicoquímica de los lotes de liposomas e IL´s para el 
diseño experimental de Plackett-Burman. 

 

Se obtuvieron 12 lotes de liposomas/inmunoliposomas de acuerdo con la matriz de 

Plackett-Burman (Tabla 2). Los resultados de la caracterización fisicoquímica se 

enlistan en la Tabla 3. Los tamaños de partícula, expresado como radio 

hidrodinámico, fueron de 141.57 ± 7.58 nm, 146.70 ± 24.77 nm, 118.70 ± 5.60 nm y 

136.30 ± 31.55 nm con un índice de polidispersión de 0.215, 0.195, 0.217 y 0.204 

para Liposomas blanco, ILs blanco, Liposomas-CDDP e Ils-CDDP, 

respectivamente. 

El potencial zeta (ζ) fue de -39.55 ± 1.65 mV, -37.26 ± 5.10 mV, -34.35 ± 6.66 mV, -

41.10 ± 3.00 mV para Liposomas blanco, ILs blanco, Liposomas-CDDP e Ils-CDDP, 

respectivamente. La concentración de fosfolípidos se mantuvo entre 34 - 35 mg/mL 

para todos los lotes. 

La concentración de cisplatino fue de 818.91 ± 17.86 µg/mL para liposomas y 942.80 

± 142.46 µg/mL para ILs. La eficiencia de encapsulación (%EE) fue de 9.57% para 

liposomas y 11.52% para ILs con una eficiencia de carga (%EC) de 2.38% y 2.72%, 

respectivamente; ambos valores se encuentran dentro del intervalo que reportan 

Minematsu y colaboradores (1). 

Tabla 3. Caracterización Fisicoquímica de lotes de liposomas e IL´s para el diseño experimental de 

Plackett-Burman. Los valores se expresan como el promedio ± DE (n=3). No se observaron 

diferencias estadísticamente significativas. 

Parámetro Liposomas 

blanco 

ILs Blanco Liposomas 

CDDP 

ILs CDDP 

Tamaño de partícula (nm) 141.57 ± 7.58 146.70 ± 24.77 118.70 ± 5.60 136.30 ± 31.55 

Potencial ζ (mV) -39.55 ± 1.65 -37.26 ± 5.10 -34.35 ± 6.66 -41.10 ± 3.00 

[Fosfolípidos] (mg/mL) 34.59 ± 1.15 35.16 ± 0.43 34.35 ± 0.56 34.76 ± 1.17 

[Cisplatino] (µg/mL)  818.91 ± 17.86 942.80 ± 142.46 

%EE 9.57 ± 1.34 11.52 ± 1.42 

%EC 2.38 ± 0.04 2.72 ± 0.41 
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10.2. Determinación de la influencia de las 8 variables en la eficiencia de 
radiomarcado. 
 

10.2.1. Gráfico de Pareto para los efectos. 
 

El gráfico de Pareto muestra cada uno de los efectos estimados en orden 

decreciente de importancia. La longitud horizontal de cada barra es proporcional al 

efecto estandarizado, el cual es el efecto estimado dividido por su error estándar. El 

incremento a lo largo de la línea vertical se utiliza para indicar las variables de 

relevancia que determinan un efecto estadísticamente significativo. Cualquier barra 

que se extienda más allá de la línea (azul) corresponde a efectos que son 

estadísticamente significativos con un 95.0% de nivel de confianza (78). La figura 

15 muestra el gráfico de Pareto para los efectos principales de las 8 variables 

seleccionadas para realizar el diseño experimental de Plackett-Burman. 

En nuestro caso, cuatro variables resultaron ser estadísticamente significativas 

(p<0.05, n=2): la temperatura utilizada durante el radiomarcado (p=0.0004), la 

presencia de anticuerpo (p=0.0052), el tiempo de radiomarcado (p=0.0398) y el pH 

de la solución amortiguadora HEPES (p=0.0485). 

Las concentraciones de DOTA, de la solución amortiguadora HEPES y de oxina, 

así como la presencia del cisplatino no juegan un papel importante en cuanto a la 

eficiencia de radiomarcado para este sistema inmunoliposomal.  
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Figura 15. Gráfico de Pareto para las 8 variables evaluadas. La línea (azul) vertical indica el umbral 

para una diferencia estadísticamente significativa (p=0.05, n=2). El color de las barras 

indica el efecto de las variables en la eficiencia de radiomarcado, siendo el (+) la 

presencia o incremento y el (-) ausencia o disminución. 

10.2.2. Coeficientes de regresión del modelo experimental. 
 

Después de realizar las 12 corridas experimentales y obtener los datos de la 

eficiencia de radiomarcado, lo siguiente es la determinación de los coeficientes de 

regresión, utilizando el software estadístico STATGRAPHICS Centurion XVII 

(Statgraphics Technologies, Inc., The Plains, Virginia). Los coeficientes pueden ser 

utilizados para la predicción de la respuesta, mediante una ecuación lineal múltiple, 

los cuales se muestran en la Tabla 4.  

Tabla 4. Coeficientes de regresión del diseño experimental de PB para la eficiencia de radiomarcado. 

 

 

 

 

 

 

Coeficiente Estimado 

Constante (b) -77.960 

A:Presencia de anticuerpo -7.046 

B:[DOTA] 0.728 

C:[oxina] -0.081 

D:[HEPES] 0.177 

E:pH HEPES 4.541 

F:Temperatura 1.994 

G:Tiempo radiomarcado 0.318 

H:Presencia de cisplatino -3.084 
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Por lo tanto, la ecuación que predice el comportamiento de este diseño experimental 

queda de la siguiente forma: 

%𝐸𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 = −77.96 − 7.046𝐴 + 0.728𝐵 − 0.081𝐶 + 0.177𝐷 + 4.541𝐸 + 1.994𝐹

+ 0.318𝐺 − 3.084𝐻 

El valor de R2 de este modelo matemático es de 0.772, es decir que explica un 

77.2% de la variabilidad de la eficiencia, lo cual es un valor bastante aceptable como 

predictor de la respuesta en nuestro modelo experimental (R2 > 0.5). 

 

10.3. Eficiencia de radiomarcado y pureza radioquímica. 
 

De acuerdo con los resultados del diseño experimental de Plackett-Burman, se 

encontró que uno de los factores que más afecta la eficiencia de radiomarcado es 

la temperatura, por ello, se realizaron radiomarcajes de liposomas/inmunoliposomas 

a las temperaturas de 50°C y 55°C, durante 1h de incubación. La comparación de 

los distintos sistemas liposomales a distintas temperaturas de radiomarcado se 

muestran en la Figura 16. Se observa que al aumentar la temperatura hasta 50°C 

hay un aumento estadísticamente significativo de la eficiencia de radiomarcado en 

todos los sistemas liposomales. No hay diferencias significativas entre los 50°C y 

los 55°C. 

La eficiencia de radiomarcado para liposomas blanco fue de 86.85% ± 0.50%, para 

inmunoliposomas blanco fue de 35.50% ± 1.13% y para inmunoliposomas cargados 

con cisplatino fue de 42.51% ± 0.57%. La pureza radioquímica de los lotes 

analizados se encuentra por encima del 90%, por lo que se considera que es un 

sistema radioquímicamente puro y es apto para el uso en los futuros experimentos. 
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Figura 16. Eficiencia de radiomarcado de liposomas/inmunoliposomas. Se muestran los resultados 

expresados como el % Eficiencia junto con las barras de error que representan la 

Desviación Estándar (n=2 repeticiones, p<0.05). El (*) y el (**) indican la diferencia 

significativa con respecto a la temperatura de 40ºC. 

 

10.4. Estabilidad in vitro del radiomarcado. 
 

Los resultados estabilidad para liposomas blanco, inmunoliposomas blanco e 

inmunoliposomas cargados con cisplatino se muestran en la Figura 17. En esta 

figura, puede observarse que hay una disminución entre un 2 y 4% de la actividad 

inicial del radionúclido a las 3 h del estudio, y hasta un 5% después de las 24 h. Los 

liposomas e inmunoliposomas mostraron un comportamiento similar tanto en SSI 

como en suero humano (37ºC) al no encontrar diferencias estadísticamente 

significativas.  
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Figura 17. Estabilidad del radiomarcado en donde cada punto es una medición a distintos tiempos 

de muestreo. Se expresan como % de actividad dentro del sistema liposomal durante las 

24 h de estudio. El gráfico muestra el promedio del porcentaje y las barras de error 

representan la Desviación Estándar (n=3, p<0.05). El * indica la diferencia estadística 

significativa con respecto a la actividad inicial. 

 

10.5. Viabilidad celular del [177Lu]LuCl3. 
 

La viabilidad celular se determinó en términos de la actividad inhibitoria al 50% 

(AI50). En la Figura 18 se muestran fotografías representativas de las distintas líneas 

celulares cuando son expuestas a diferentes actividades de radionúclido, y se 

comparan contra un control que no fue expuesto al material radioactivo (SSI). Con 

las imágenes se puede apreciar que hay una disminución gradual en la población 

de células conforme aumenta la actividad de [177Lu]LuCl3. 
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 Control 0.01 MBq/mL 0.10 MBq/mL 1.0 MBq/mL 10.0 MBq/mL 

MRC-5 

     

A431 

     

HeLa 

     

Ca Ski 

     

Figura 18. Fotografías representativas de las líneas celulares al exponerse al radionúclido, obtenidas 

con un microscopio óptico invertido. De izquierda a derecha el control de células sin 

tratamiento seguido de la actividad creciente de [177Lu]LuCl3.De arriba hacia abajo las 

líneas celulares MRC-5, A431, HeLa y Ca Ski. 

 

En la Figura 19, se muestra el porcentaje de viabilidad celular con respecto a la 

actividad por mililitro (MBq/mL) de [177Lu]LuCl3 para cada línea celular. Los valores 

calculados de AI50 para las distintas líneas celulares fueron:1.38 MBq/mL para 

MRC-5, 1.92 MBq/mL para A431, 1.81 MBq/mL para HeLa y 1.49 MBq/mL para Ca 

Ski. 
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Figura 19. Citotoxicidad de las diferentes líneas celulares expuestas al [177Lu]LuCl3 durante 5 días. 

Cada punto representa el % de viabilidad celular a las distintas actividades del 

radionúclido para las distintas líneas celulares y las barras de error representan la 

Desviación Estándar (n=3).  

 

10.6. Evaluación del sistema inmunoliposomal radiomarcado con [177Lu]LuCl3. 
 

La evaluación de los distintos tratamientos en las líneas celulares y el tratamiento 

con IL´s radiomarcados a distintos tiempos se muestran en las Figuras 20 y 21 

respectivamente, en donde se muestra el % de viabilidad con respecto a cada 

tratamiento. No se presentan los datos obtenidos con la AI12.5, debido a que no 

presentaron diferencia significativa con respecto a la AI25. 

En la comparación con distintos tratamientos con incubación de 5 días y una AI25, 

se observaron diferencias estadísticamente significativas entre el control con SSI 

(no mostrado en las Figuras) y los IL´s cargados con cisplatino en las líneas 

celulares MRC-5 y HeLa y los IL´s radiomarcados y cargados con cisplatino para la 



Posgrado en Ciencias Químicas, UNAM.        Tesis de Maestría, 2021                     

 

55 QFB Erick Yair Castillo Ochoa 

línea celular MRC-5. En los demás grupos no se observaron diferencias 

significativas. 

Con respecto a la comparación de los IL´s radiomarcados y cargados con cisplatino, 

se observan diferencias estadísticamente significativas a partir de las 24 h de 

incubación en la línea celular MRC-5. No se observan diferencias significativas en 

otras líneas celulares. 

 

Figura 20. Porcentaje de viabilidad celular donde se comparan 3 distintos tratamientos incubados 

durante 5 días: IL´s blanco, IL´s con cisplatino y rIL´s con cisplatino. El (*) indica 

diferencia estadísticamente significativa con respecto al control con SSI (datos no 

mostrados) y las barras de error representan la Desviación Estándar (n=3, p<0.05). 
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Figura 21. Porcentaje de viabilidad celular donde se comparan los IL´s radiomarcados y cargados 

con cisplatino a distintos tiempos de incubación (3 h, 24h, y 5 días). El (*) indica diferencia 

estadísticamente significativa con respecto al control con SSI (datos no mostrados) y las 

barras de error representan la Desviación Estándar (n=3, p<0.05). 

11. DISCUSIÓN. 

 

El cáncer es un problema de salud pública a nivel mundial debido a una alta 

prevalencia de algunos factores de riesgo asociados con la enfermedad. Para el 

año 2030 se espera que la mortalidad por cáncer en la región de Latinoamérica 

aumente hasta 2.1 millones (11, 16). La terapia convencional para esta enfermedad 

incluye la cirugía, la quimioterapia y la radioterapia, sin embargo, la incidencia de 

efectos adversos en distintos órganos afecta considerablemente la calidad de vida 

de los pacientes (22). El cisplatino es un agente de quimioterapia utilizado para 

tratar varios tipos de cáncer, entre ellos el cáncer cervicouterino. A pesar de ser un 

agente citotóxico efectivo contra las células cancerosas (reduciendo la mortalidad 

hasta en un 30-50%), presenta varias desventajas como toxicidad renal, 

neurotoxicidad y rápida eliminación del organismo. También se han publicado 

efectos gastrointestinales y leucocitopenia (24, 26, 83). 
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Una estrategia para disminuir los efectos adversos del cisplatino, así como mejorar 

sus propiedades farmacocinéticas y aumentar la estabilidad del fármaco es utilizar 

nuevas formas de liberación, encapsulándolo en liposomas, ya que estos pueden 

modificar la farmacocinética y biodistribución del cisplatino (1, 84). Aunque estos 

sistemas de liberación de fármacos pueden aumentar la concentración del cisplatino 

en el sitio tumoral, siguen siendo inespecíficos, por lo que se han propuesto 

sistemas que sean específicos únicamente a las células cancerosas, como es el 

caso de los inmunoliposomas (4, 8, 47). 

Los resultados de este trabajo muestran que el tamaño de partícula (radio 

hidrodinámico) se encuentra en el intervalo de los 118-150 nm. Dicho tamaño 

permite que las vesículas puedan ingresar al interior del tumor aprovechando las 

fenestraciones de la vasculatura tumoral por el efecto de permeabilidad y retención 

aumentada (EPR). Al controlar el tamaño de partícula de los liposomas se puede 

liberar eficientemente un fármaco en el sitio tumoral y protegerlo de los procesos 

metabólicos que pueden eliminarlo del organismo prematuramente (84, 85). El 

potencial zeta (ζ) de los liposomas elaborados para el presente estudio se encuentra 

en el intervalo de -41.10 mV a -34.35 mV. Este parámetro permite determinar de 

forma indirecta la carga neta de la superficie de los liposomas y su capacidad de 

permanecer suspendidos y que no se floculen, agreguen o precipiten. Un valor 

absoluto que se encuentre cercano a los 30 mV muestra un balance entre las 

fuerzas de repulsión entre partículas de la misma clase y las de atracción que 

ejercen sus contraiones en el medio, por lo que los liposomas/inmunoliposomas 

elaborados en el presente trabajo se encuentran por encima del valor óptimo para 

evitar una inestabilidad en el sistema (86-89). 

La concentración de fosfolípidos fue determinada mediante un método colorimétrico 

de Stewart modificado (80). El resultado para todos los lotes elaborados se mantuvo 

entre 34-35 mg/mL, manteniendo un valor cercano al 90% de eficiencia en la 

formación vesículas. La concentración de cisplatino fue determinada utilizando un 

método cromatográfico, cuyos valores fueron 818.91 ± 17.86 µg/mL para liposomas 

y 942.80 ± 142.46 µg/mL para ILs, dichos valores se encuentran muy cercanos a 
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las concentraciones indicadas en formulaciones de cisplatino convencional. La 

eficiencia de encapsulación (%EE) fue de 9.57% para liposomas y 11.52% para ILs 

con una eficiencia de carga (%EC) de 2.38% y 2.72%, respectivamente; dichos 

resultados concuerdan con los obtenidos por diversos autores (1, 81). 

Para la elección de los factores principales que pudieran influir en el radiomarcado 

de un sistema liposomal e inmunoliposomal, los cuales se eligieron con base en un 

análisis de riesgo que fue llevado a cabo mediante un diagrama de Ishikawa, en 

donde se colocaron los diversos factores que potencialmente pueden influir en la 

eficiencia de radiomarcado (75). Para el diseño experimental de Plackett-Burman, 

varios autores recomiendan el uso de este tipo de diseños al momento de 

desarrollar nuevas formulaciones de liposomas, ya que, al ser sistemas 

multivariados hay muchos factores que se encuentran involucrados en el 

desempeño y eficiencia de la formulación (78, 90). Por esta razón, el diseño de 

Plackett-Burman es uno de los más utilizados para monitorear un experimento, ya 

que puede estimar cuales son los efectos principales más significativos, con el 

menor número de corridas experimentales, que al ser un diseño ortogonal, los 

efectos principales son independientes, mientras que las interacciones no son 

importantes en esta etapa del monitoreo del método experimental (75).  

Para el análisis de las corridas experimentales que determinan las variables que 

influyen en la eficiencia del radiomarcado del sistema liposomal/inmunoliposomal, 

se elaboró un gráfico de Pareto, el cual muestra cada uno de los efectos estimados 

en orden decreciente de importancia y la manera en que las variables afectan en la 

eficiencia de radiomarcado. La Figura 15 muestra el gráfico de Pareto para los 

efectos principales de las 8 variables escogidas para realizar el diseño experimental 

de Plackett-Burman. Los factores que resultaron ser estadísticamente significativos 

fueron: 1) La temperatura de radiomarcado y el tiempo de incubación; ya que el 

proceso de coordinación del lutecio con el quelatante lipofílico (oxina) y con el DOTA 

requiere una cierta temperatura para que se lleve a cabo la reacción. Diversos 

autores reportan una eficiencia de radiomarcado entre el 70-80% con temperaturas 

de incubación alrededor de los 50°C y un tiempo total de reacción de 60 minutos 
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(66, 91-93), de la misma manera influye con el valor del pka de la oxina, cuyo valor 

reportado a 20°C es 5.017 y a 25°C es 9.812. Por lo tanto, a una mayor temperatura 

de incubación, la molécula de hidroxiquinolina se encontrará en su forma protonada 

(94). 2) El pH del amortiguador HEPES, que influye de manera positiva en la 

eficiencia de radiomarcado. Como se discutió anteriormente, con la temperatura se 

necesita de un ambiente con un pH adecuado, ya que la oxina requiere estar en su 

forma protonada antes de entrar al compartimento acuoso del liposoma, induciendo 

la liberación del radionúclido. Se observa que a mayor pH aumenta la eficiencia de 

radiomarcado (92, 94). 3) La presencia de anticuerpo influye de manera negativa en 

la eficiencia de radiomarcado. Esto muy probablemente debido a la presencia de 

EDTA en el proceso de conjugación del liposoma con el nimotuzumab, el cual 

pudiera competir con el DOTA para complejar al 177Lu (95, 96). 

Con base en los resultados del diseño experimental de Plackett-Burman, se buscó 

mejorar la eficiencia de radiomarcado aumentando la temperatura de incubación 

(Figura 16). Se encontró que al aumentar la temperatura a 50°C hay diferencia 

significativa en comparación con la temperatura de 40°C, pero no hay un aumento 

significativo a partir de los 55°C, en comparación con la temperatura de 50°C, por 

lo tanto, se determinó que la temperatura donde se alcanzaba una mayor eficiencia 

fue a los 50°C. La eficiencia de radiomarcado para liposomas blanco fue >80% y 

para inmunoliposomas fue de 35-40%. Todos los lotes que fueron radiomarcados, 

mostraron una pureza radioquímica >90% (66). La técnica de radiomarcado por 

encapsulación activa que de acuerdo con diversos autores muestra ventajas sobre 

otras técnicas de radiomarcado como lo son: 1) mayor estabilidad del radionúclido 

encapsulado, ya que lo protege de la transquelación con proteínas plasmáticas en 

la circulación sanguínea y 2) mayor eficiencia de radiomarcado (9, 57, 97). 

La estabilidad del radiomarcado en todos los sistemas liposomales fue >90% 

después de 24 h de incubación en suero humano (37ºC) o en solución salina 

isotónica (a temperatura ambiente). A partir de las 3 horas hay diferencias 

significativas en comparación con la actividad al inicio del estudio y no se 

encontraron diferencias significativas entre la incubación en suero humano y en SSI. 
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Los estudios de citotoxicidad del [177Lu]LuCl3 se realizaron probando distintas 

actividades del radionúclido en las 4 líneas celulares. Las imágenes que se 

muestran en la Figura 18 son fotografías tomadas después de 5 días de exposición 

y en ellas se observa que conforme aumenta la actividad del radionúclido, la 

cantidad de células por campo disminuye, notando que con la actividad más alta de 

radiación (10 MBq/mL) se observan muy pocas células en comparación con su 

control con SSI. También cabe notar la morfología de las células tratadas con 

radiación, las cuales se observan más irregulares o incluso hinchadas. También se 

observa que los cúmulos de células se hacen menos uniformes y disminuidos en su 

tamaño, lo que concuerda con varios autores en modelaje computacional de cultivos 

celulares expuestos a radiación (82, 98). Las actividades inhibitorias que fueron 

calculadas para cada línea celular sirven como referente para estudios próximos en 

donde se buscará evaluar el efecto que tienen los inmunoliposomas cargados con 

cisplatino y radiomarcados con 177Lu. 

En la evaluación de los distintos tratamientos con IL´s en las líneas celulares que 

se muestran en la Figura 20, no se observaron diferencias estadísticamente 

significativas a una AI12.5 con respecto al control con SSI (datos no mostrados). Con 

una AI25, se observan diferencias significativas en los IL´s cargados con cisplatino 

en las líneas celulares MRC-5 y HeLa, y también con los IL´s radiomarcados y 

cargados con cisplatino en la línea MRC-5. Debido a que no se mostraron 

diferencias significativas en los grupos tratados con IL´s radiomarcados en las 

demás líneas celulares y que la concentración inhibitoria del cisplatino 

inmunoliposomal, usada en el radiomarcaje, es cercana a la CI50 (1-2 µM) publicada 

en un estudio previo (99); puede deberse a que en el proceso de radiomarcaje y 

purificación de los liposomas, haya existido una fuga de cisplatino de los 

inmunoliposomas, que al retirar el radionúclido no encapsulado, también se retiró el 

cisplatino, observando una actividad citotóxica menor en este grupo. Se tiene que 

hacer la cuantificación de cisplatino después de realizar el radiomarcaje, una vez 

pasado el tiempo de decaimiento. De igual manera no se observa una tendencia 

respecto a la afinidad del anticuerpo por las líneas control (MCR-5 y A431) ya que 
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tienen un comportamiento distinto al que se esperaba. No se evaluó la funcionalidad 

del anticuerpo, por lo tanto, este estudio se tiene que repetir. 

Para la comparación de los IL´s radiomarcados y cargados con cisplatino a distintos 

tiempos de incubación se muestra en la Figura 21. Se observaron diferencias 

estadísticamente significativas a partir de las 24 h de recibir el tratamiento y a los 5 

días. Existe una fuerte dependencia del tiempo de incubación para que el 

tratamiento con los IL´s resulte efectivo, por lo que, al retirarles el medio tratado a 

las células con medio fresco antes de tiempo, estas puedan recuperarse y volver a 

proliferar. 

 

12. CONCLUSIÓN. 

 

Se logró diseñar una metodología de radiomarcado de liposomas e 

inmunoliposomas con una eficiencia aceptable mediante el uso del diseño 

experimental de Plackett-Burman, el cual, permitió identificar los factores más 

influyentes en la eficiencia de radiomarcado de sistemas liposomales, sin afectar los 

parámetros fisicoquímicos, la pureza radioquímica ni la estabilidad in vitro y que 

además sirve como antecedente para realizar otros diseños experimentales que 

permitan perfeccionar la técnica experimental. 

Los estudios in vitro para evaluar la citotoxicidad del [177Lu]LuCl3 en líneas celulares 

permitieron determinar los valores de la actividad inhibitoria 50. Para los estudios 

con inmunoliposomas radiomarcados, no se observaron diferencias significativas 

con respecto al placebo, por lo que en futuros experimentos se plantea buscar una 

solución al problema. 
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