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Resumen 
 

El cáncer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial. Acorde a 

Instituto Nacional de Cancerología en México cada año se suman 128,000 nuevos 

casos de cáncer. El proceso de angiogénesis en un tumor es un proceso crítico durante 

el desarrollo, crecimiento y metástasis del mismo, ya que si la neovasculatura 

necesaria para poder adquirir los nutrientes necesarios el tumor no puede crecer más 

allá de 1-2 mm.  

 

Durante el complejo proceso de angiogénesis, son liberados por las células tumorales 

diversos factores de crecimiento endotelial que fomentan el desarrollo de nueva 

neovasculatura. Dentro los principales factores proangiogénicos se encuentran como 

dominantes el factor de crecimiento endotelial VEGF165 (por sus siglas en inglés) y la 

sobre expresión de las integrinas α(v)β(3) y α(v)β(v) en  distintas células tumorales.  

 

El desarrollo de radiofármacos teranósticos en la medicina nuclear para el 

tratamiento y diagnóstico de cáncer es una de las áreas de mayor crecimiento en la 

última década. La implementación de radiofármacos de tercera generación que en su 

estructura conjunten un isótopo radioactivo, un agente quelante bifuncional y un 

agente bioactivo, ha sido expuesta como una potencial herramienta en el diagnóstico 

y terapia de células tumorales.  

 

En esta investigación se sintetizó y caracterizó químicamente el compuesto 177Lu-

AuNP-RGD-NLS-Aptámero el cual es específico para el cáncer. Este compuesto está 

basado en: nanopartículas de Au (AuNP), la secuencia de localización nuclear (NLS), 

el péptido Arg-GlyAsp y un aptámero (HS-pentil-pegaptanib). El compuesto 177Lu-

AuNP-RGD-NLS-Aptámero se obtuvo con una pureza radioquímica de 99± 1% y 

presento una alta afinidad por la integrina a (v) b (3) y el factor de crecimiento 

endotelial vascular (VEGF), lo cuales se encuentran sobreexpresados en la 
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neovasculatura tumoral.  Además, se desarrolló un ensayo de formación de túbulos 

para probar la capacidad del nanosistema para inhibir la angiogénesis. La inhibición 

completa de la formación de tubos (angiogénesis) se demostró cuando las células 

endoteliales (EA.hy926), cultivadas en un soporte de matriz extracelular 3D, se 

trataron con el nanosistema desarrollado. 

 

Además, se evaluó el efecto fototérmico y radioterapéutico del nanosistema 

antiangiogénico 177Lu-Au-RGD-NLS-Aptamer sobre la viabilidad de las células 

cancerosas U87MG mediante el uso de modelos in vitro e in vivo, y se evaluó el efecto 

sinérgico de ambas terapias. Los resultados in vitro demostraron una disminución en 

la viabilidad celular a 2.14 ± 0.27% después del tratamiento con terapia fototérmica 

más radioterapia. Estos resultados se correlacionaron con la respuesta terapéutica in 

vivo observada en ratones con tumores inducidos por U87MG, en los cuales 177Lu-Au-

RGD-NLS-Aptámero bajo irradiación con láser inhibieron la progresión tumoral. La 

combinación de radioterapia y termoterapia del compuesto sintetizado en el presente 

estudio podría ser potencialmente útil para el tratamiento del cáncer. 

 

 

Palabras clave: AuNPs, 177Lu, Integrinas, Aptámeros, radioterapia dirigida, terapia 

fototérmica, Antiangiogénesis.  
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Abstract 
 

Cancer is one of the leading causes of death worldwide. According to the National 

Cancer Institute in Mexico every year there are 128,000 new cases of cancer. The 

process of angiogenesis in a tumor is a critical process during the development, 

growth and metastasis, without the necessary neovasculature to acquire nutrients the 

tumor cannot grow beyond 1-2 mm. 

 

During the complex process of angiogenesis, endothelial growth factors that promote 

the development of new neovasculature are released by the tumor cells. Within the 

main proangiogenic factors are dominant the endothelial growth factor VEGF165 and 

the overexpression of integrins α (v) β (3) and α (v) β (v) in different tumor cells. 

 

The development of theranostic radiopharmaceuticals in nuclear medicine for the 

treatment and diagnosis of cancer is one of the areas of greatest growth in the last 

decade. The implementation of third-generation radiopharmaceuticals that in their 

structure combine a radioactive isotope, a bifunctional chelating agent and a bioactive 

agent, has been exposed as a potential tool in the diagnosis and therapy of tumor 

cells. 

 

In this research was synthesized and chemically characterized a cancer-specific 177Lu-

Aunanoradiopharmaceutical based on gold nanoparticles (AuNPs), the nuclear 

localization sequence (NLS)-Arg-GlyAsp peptide and an aptamer (HS-pentyl-

pegaptanib) to target both the a(v)b(3) integrin and the vascular endothelial growth 

factor (VEGF) overexpressed in the tumor neovasculature. Furthermore, tube 

formation assay was developed to probe the nanosystem capability to inhibit 

angiogenesis. 177Lu-AuNP-RGD-NLS-Aptamer was obtained with a radiochemical 

purity of 99 ± 1%. Complete inhibition of tube formation (angiogenesis) was 
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demonstrated when endothelial cells (EA.hy926), cultured in a 3D-extracellular 

matrix support, were treated with the developed nanosystem. 

 

In addition, the photothermal and radiotherapeutic effect of the 177Lu–AuNP-RGD-

NLS-Aptamer antiangiogenic nanosystem was evaluated on the viability of U87MG 

cancer cells by using in vitro and in vivo models, as well as was assessed the synergic 

effect of both therapies. In vitro results demonstrated a decrease in cell viability to 

2.14 ± 0.27% after the treatment with photothermal therapy plus radiotherapy. These 

results correlated with the observed in vivo therapeutic response in mice with 

U87MG-induced tumors, in which 177Lu–AuNP-RGD-NLS-Aptamer under laser 

irradiation inhibited tumor progression. The combination of radiotherapy and 

thermotherapy in one nanoradiopharmaceutical could be potentially useful for cancer 

treatment. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                      Nomenclatura 

viii 
 

Nomenclatura 
 

177
Lu-AuNPs 

177
Lu-DOTA-GGC-AuNPs 

177
Lu-AuNPs-RGD 

177
Lu-DOTA-GGC-AuNPs-c[RGDfK(C)] 

% DI % de dosis inyectada 

ADN Ácido desoxirribonucleico 

AQB Agente Quelante Bifuncional 

ARN Ácido ribonucleico  

AuNPs Nanopartículas de oro 

APT Aptámero 

CT Tomografía computarizada 

DOTA                  Ácido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-N, N´, N´´, N´´´-

tetraacético 

FDG Flúor Desoxiglucosa 

GGC Glicina-Glicina-Cisteína 

HIF-1𝛼 Factor inducible por hipoxia 

HPLC                                 Cromatografía líquida de alta resolución 

NIR Infrarrojo cercano 

PET Tomografía por emisión de positrones  

RGD Arginina-Glicina-Ácido aspártico 

SPECT Tomografía computarizada por emisión de fotones 
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individuales 

TEM Microscopia de transmisión electrónica  

TLC Cromatografía en capa fina 

VEGF               Factor de crecimiento del endotelio vascular 
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Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD 

conjugado con nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

1. ANTECEDENTES 
 

1.1.  CÁNCER 
 

La palabra cáncer es el nombre común que se le da a distintas enfermedades 

relacionadas, en las que se distingue un proceso de crecimiento y diseminación 

incontrolado de células. Aunque existe mucha discrepancia acerca de los orígenes de 

este término, probablemente derivan del latín para cangrejo cáncer. Debido a que la 

enfermedad del cáncer al igual que como el cangrejo, se incrusta a cualquier parte, a 

la que se agarra de una manera testaruda y difícilmente la libera (Kumar, Cotran, & 

Robbins, 2010; OMS, 2017).  

 

El cáncer se presenta en casi todos los casos cuando existe una mutación o alguna 

activación anormal de los genes celulares que controlan el crecimiento y la mitosis 

celular. Debido a la mutación génica presente en las células de cáncer su desarrollo y 

reproducción es más acelerado y proliferan a mayor velocidad que las células 

normales sin cumplir con la función con las que fueron creadas. Los genes anormales 

se denominan oncogenes y se ha descubierto hasta 100 tipos distintos (Hall & 

Guyton, 2012). 

 

La reproducción acelerada de células de cáncer trae como consecuencia la formación 

de neoplasias. A pesar de que el termino neoplasia es ampliamente empleado en el 

área médica ha sido sorprendentemente difícil llegar a una definición precisa. Una de 

las definiciones más aceptadas es la provista por el oncólogo británico Willis el cual 

menciona que “una neoplasia es una masa anormal del tejido cuyo crecimiento 

excede y no está coordinado con el de los tejidos normales, así mismo persiste tras 

cesar el estímulo que suscitó el cambio”(Mountcastle, 1997).  
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El tejido canceroso compite con los tejidos normales para obtener los nutrientes 

necesarios para su crecimiento. Debido a que las células de cáncer demandan 

prácticamente toda la nutrición disponible, los tejidos normales sufren una muerte 

nutritiva gradual. La invasividad del cáncer le permite penetrar en los vasos 

sanguíneos linfáticos y en las cavidades corporales. A este proceso de diseminación 

de células de cáncer a otros órganos se denomina metástasis. Las metástasis es la 

principal causa de muerte por cáncer (Hall & Guyton, 2012; Kumar et al., 2010; OMS, 

2017). 

 

Uno de los principales procesos biológicos involucrados en el desarrollo del cáncer es 

el crecimiento de vasos sanguíneos provenientes de vasos sanguíneos previamente 

formados (angiogénesis). Debido a su metabolismo acelerado, las células cancerosas 

requieren una mayor cantidad de oxígeno y nutrientes que el resto de células del 

cuerpo. Para lo cual las células tumorales promueven el desarrollo del proceso de 

angiogénesis. Sin neovasculatura suficiente que provea oxígeno y nutrientes a los 

tumores, éstos no pueden crecer más allá de 1-2 mm. Los vasos sanguíneos recién 

creados proveen una entrada al torrente sanguíneo para las células tumorales 

permitiéndoles diseminarse y formar metástasis en órganos distantes (Liekens, De 

Clercq, & Neyts, 2001; Luna-Gutiérrez et al., 2013). 

 

A pesar de que el cáncer es un proceso estocástico, la probabilidad de mutaciones 

aumenta cuando una persona se expone a determinados factores químicos 

(plaguicidas, colorantes artificiales, contaminantes en los alimentos etc.), físicos (ej. 

Rayos X, γ, partículas α y β etc.) o biológicos (alteraciones genéticas hereditarias, virus) 

presentes de forma natural o artificial en el medio ambiente.  

 

El cáncer es una de las primeras causas de muerte a nivel mundial, acorde a la 

organización mundial de la salud (OMS) en el 2018 se le atribuyeron 9.2 millones de 

muertes y se espera que los casos anuales diagnosticados aumentaran de 14 millones 
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en el 2012 a 22 millones por año en las próximas décadas (IARC, 2018; Plummer et al., 

2016). En México, el cáncer es la tercera causa de muerte y según estimaciones de la 

Unión Internacional contra el Cáncer (UICC), cada año se suman más de 128,000 

casos (60 % detectados en etapas avanzadas) (Taniguchi, 2013).  

 

En México la incidencia de cáncer en hombres es de 66 000 casos al año afectando 

principalmente la próstata, pulmón, colon o recto y estómago; y en las mujeres se 

registran más de 82 000 casos al año afectando principalmente en mama, pulmón, 

colon o recto y cérvix o útero (Instituto Nacional de Estadística y Geografía, 2015; 

Taniguchi, 2013).  

1.1.1.  Angiogénesis en cáncer y metástasis 

 

La correcta distribución del oxígeno por toda la sangre garantiza un adecuado 

crecimiento celular. De forma general las células deben estar localizadas entre 100 a 

200 μm de un vaso sanguíneo para poder sobrevivir. Durante el crecimiento tumoral 

se liberan diversos factores de crecimiento endotelial y se sobreexpresan múltiples 

receptores celulares que propician la creación de nueva neovasculatura. La 

producción y secreción de dichos factores se originan en las células del tumor los 

cuales son capturados por del tejido conector desencadenando el proceso de 

angiogénesis (Ferrara, Gerber, & LeCouter, 2003).  

 

El proceso de angiogénesis se caracteriza por la proliferación de células endoteliales 

que conlleva a la formación de nuevos capilares por crecimiento celular y esta 

encuentra caracterizado por la respuesta quimiotáctica y mitogénica de las células 

endoteliales (Li et al., 2007). 

 

Actualmente se reconoce que el desarrollo de nuevos vasos sanguíneos incluye varias 

fases: a) migración y proliferación de células endoteliales. b) la formación y 

organización de grupos celulares en estructuras tubulares, que eventualmente se 
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unirán en un primitivo laberinto de pequeños capilares. c) expansión del plexo 

vascular. d) remodelación de la red vascular en vasos grandes que se ramifican en 

vasos pequeños. e) recubrimiento de los vasos recién formados mediante pericitos y 

células de músculo liso (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Desarrollo del proceso de angiogénesis. a) Liberación de factores proangiogénicos 

provenientes de células cancerosas hipóxicas, b) Los factores proangiogénicos se enlazan con sus 

análogos recetores de células vasculares endoteliales y activan la matriz de metaloproteinasa, c) 

comienzo de la permeabilidad de la membrana celular de los vasos sanguíneos, d) proceso de 

proliferación, invasión, adhesión y migración de células vasculares endoteliales, e) formación de 

túbulos, reordenamiento estructural, migración de pericitos y estabilización del vaso sanguíneo. 

 

Es importante resaltar que el recubrimiento por pericitos y células de músculo liso de 

los canales formados por las células endoteliales permitiré la regulación de la 

contracción y dilatación de los vasos sanguíneos proporcionando resistencia y la 

perfusión de dichos vasos.  

 

El término metástasis se refiere a la transferencia de células cancerosas de una parte 

del cuerpo a otra. La propagación de células cancerosas de órgano a órgano es 

relativamente ineficiente (solo el 0.01% de las células primarias crean una metástasis)  

b) c) 

e) 

a) 

d) 
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(Fidler, 1970). Sin embargo, un tumor de 1 g de peso puede introducir en el torrente 

sanguíneo de 1-4 millones de células diarias. Los vasos creados por el proceso de 

angiogénesis proveen una ruta de escape para que las células tumorales entren en la 

circulación. Cuanto mayor es el tamaño del tumor y la densidad vascular, aumenta la 

probabilidad de que las células escapen. Las células tumorales que se deprenden de la 

matriz celular migran a través de la membrana capilar y la barrera endotelial para 

finalmente entrar al torrente sanguíneo.   

 

Existen diversos procesos relacionados que implican el desarrollo de la angiogénesis, 

sin embargo, el sistema dominante implicado en dicho proceso incluye al factor de 

crecimiento endotelial vascular y a sus receptores (VEGF/VEGFR). El VEGF es un 

factor de crecimiento con actividad mitogénica altamente específica para las células 

endoteliales; es miembro de la súper familia de genes VEGF-PDGF que incluye al 

VGEF-A, -B, -C, -D y –E. El VEGF también se conoce como factor de permeabilidad 

vascular, basado en su capacidad de inducir fugas vasculares y promover la creación 

de nuevos vasos sanguíneos (Jiménez-Mancilla et al., 2013; Lee et al., 2005). 

 

1.1.2. Sobreexpresión de VEGF durante el crecimiento tumoral  

 

Durante el desarrollo y crecimiento tumoral, las células cancerosas sobreexpresan el 

VEGF, particularmente el VEGF-A; el cual ha sido reportado como uno de los 

principales promotores del proceso de angiogénesis. El VEGF-A es el miembro 

principal de esta familia, codificado por un solo gen organizado en ocho exones 

separados siete intrones. Es una glicoproteína homodimérica de 45 KDa. El VEGF-A 

emplea sitios de unión simétricos en cada polo del dímero para unirse al VEGFR-1 

como VEGFR-2 y pueden inducir heterodímeros entre estos dos receptores. Hasta el 

momento se conocen seis isoformas del VEGF en seres humanos las cuales contienen 

121, 145, 165, 183, 189 y 206 residuos de aminoácidos.   
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El VEGF-A165 es la isoforma predominante del VEGF-A durante el proceso de 

angiogénesis (Figura 2). Es una molécula cargada positivamente que se une a la 

heparina de sus receptores, con mayor afinidad al VEGFR-2. La activación de este 

receptor es suficiente para la activación de transductores de señales involucrados en 

la mitogénesis y migración celular, así como en la maquinaría angiogénica y la 

permeabilidad vascular. A lo largo de este trabajo se hará referencia a la isoforma 

VEGF-A165 como VEGF. Dicha isoforma tiene efectos en las células derivadas de 

médula ósea, promueve la quimiotaxis de monocitos e induce la formación de 

colonias por subconjuntos maduros de células progenitoras de granulocitos-

macrófagos entre otras.  

 

La ausencia de oxígeno o alta demanda de oxígeno en células tumorales tiene un 

papel clave en la regulación de la expresión de una variedad de genes entre los que 

destaca la sobreexpresión del ARNm de VEGF. 

 

Figura 2. Sobreexpresión del VEGF-A165 durante el proceso de angiogénesis. 
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Asimismo, durante la angiogénesis se encuentran sobreexpresados en las células 

tumorales múltiples receptores proangiogénicos. Particularmente las integrinas α 

(v)β(3) y α(v)β(v) han sido reportadas como factores clave para el desarrollo de la 

angiogénesis y excelentes blancos moleculares para distintos fármacos  (Bhattacharya 

& Mukherjee, 2008; Ferrara et al., 2003; Li et al., 2007).  

1.1.3.  Sobreexpresión de las integrinas α(v)β(3) y α(v)β(v) en celulas tumorales 

 

Las integrinas son una superfamilia de receptores celulares, formadas por dos 

cadenas de glucoproteínas, α, β. La asociación de dichas cadenas forma heterodímeros 

que se unen de forma covalente y tiene funciones de señalizar respuestas celulares 

diversas y específicas. Las integrinas regulan el crecimiento, la supervivencia y la 

diferenciación de células (Giancotti & Ruoslahti, 1999; Krammer, Lu, Isralewitz, 

Schulten, & Vogel, 1999).  

 

Las integrinas α(v)β(3) 𝑦 α(v)β(v), se expresan en células endoteliales en proliferación 

y se sobre expresan en varios tipos de células tumorales (osteosarcomas, 

neuroblastomas, glioblastomas, mama, próstata entre otras). Dichas integrinas han 

demostrado tener un importante papel en la regulación del crecimiento del tumor con 

la posibilidad de invasión localizada y potencial metastásico. Se ha reportado que al 

inhibir las integrinas α(v)β(3) 𝑦 α(v)β(v) es posible disminuir el proceso de 

angiogénesis lo que produce una disminución en el crecimiento tumoral en 

osteosarcomas y melanomas inducidos en ratones (Luna-Gutiérrez et al., 2012).  

 

Su expresión no se restringe a las células del tumor o a las células endoteliales 

activadas, puesto que son expresadas por otro tipo de células de forma natural (ej. 

plaquetas). Sin embargo, debido a su sobreexpresión en las células tumorales resultan 

un blanco molecular para distintos fármacos útiles en áreas de diagnóstico y terapia 

del cáncer. 
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1.2. MEDICINA NUCLEAR 
 

La medicina nuclear constituye una subespecialidad del campo de las imágenes 

médicas que involucra la administración de compuestos radiomarcados con 

pequeñas cantidades de material radioactivo (radiofármacos) con propósitos de 

diagnóstico y tratamiento de enfermedades (ej. cáncer).  

 

Un radiofármaco se puede definir como toda sustancia que contiene un radionúclido 

(ej. 99mTc, 177Lu, 191I) dentro de su estructura molecular y que, por su forma 

farmacéutica, cantidad y calidad de radiación, puede ser administrada en los seres 

humanos con fines diagnósticos o terapéuticos (Berry, de la Fuente, Mullin, Chu, & 

Curtis, 2007). Los radiofármacos deben cumplir con normas estrictas de seguridad y 

desempeño para poder ser aplicados en humanos. En México existen normas que 

regula la fabricación, distribución y disposición de los radiofármacos (NOM-040-

NUCL-2016, NOM-035-NUCL-2013, NOM-013-NUCL-2009 entre otras).   

 

Se le denomina núclido a cada especie nuclear y es caracterizado por sus 

constituyentes nucleares (número de protones/neutrones). Los núclidos pueden ser 

estables e inestables. Los inestables presentan una transformación por medio de un 

decaimiento radiactivo, durante este proceso emiten fotones (útiles para imagen) y/o 

radiación de partículas que pueden tener una aplicación terapéutica.  

 

Debido a que los procedimientos de medicina nuclear permiten detectar actividades 

moleculares dentro del cuerpo humano (Biodistribución del radiofármaco), permiten 

la posibilidad de identificar enfermedades en etapas de desarrollo temprano. 

Además, permiten evaluar la respuesta inmediatas de los pacientes a las 

intervenciones terapéuticas (Cherry, Sorenson, & Phelps, 2012). 

 

Dentro de su estructura, el radiofármaco está ligado fuertemente a moléculas con alta 

afinidad especifica por blancos moleculares (ej. receptores celulares sobreexpresados, 
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glucosa entre otros). Un radiofármaco puede ser administrado por inhalación, por 

ingestión oral, por inyección directa en un órgano o bien administrado a un paciente 

por vía intravenosa (Saha, 2010).  

 

Los radionúclidos empleados en medicina nuclear varían en función de la aplicación 

médica del radiofármaco (diagnóstico, terapia). Para funciones diagnóstico se 

emplean radionúclidos emisores de rayos γ con la suficiente energía para abandonar 

el cuerpo y ser detectados para formar una imagen digital (99mTc, 177Lu,). Por otro 

lado, para el caso de terapia se suelen emplear radionúclidos emisores de partículas 

α, β que depositen su energía en las inmediaciones del blanco molecular (Cherry et 

al., 2012; Saha, 2010). 

 

Dentro de la medicina nuclear existen dos principales técnicas imagenológicas: la 

tomografía computarizada de emisión monofotónica (SPECT) y la tomografía por 

emisión de positrones (PET). La imagen obtenida de emisión monofotónica emplea 

radionúclidos que decaen por emisión de rayos gamma (99mTc) y la imagen por 

emisión de positrones emplea radionúclidos que decaen mediante la emisión de 

positrones con un tiempo de vida medio corto. El positrón emitido es aniquilado con 

un electrón, produciendo dos fotones de alta energía (511 keV) que son detectados 

mediante una cámara imagenológica. Tanto en la técnica SPECT y PET las imágenes 

tomográficas son formadas, colectando datos desde diferentes ángulos del paciente 

(Ballester & Udías, 2008; Cervino, Burei, Mansi, & Evangelista, 2013; Y. Zhou, Shao, & 

Liu, 2012).  

 

El poder de la medicina nuclear recae en su habilidad para proveer mediciones 

sensibles de los procesos biológicos del cuerpo. Otras técnicas imagenológicas como 

la tomografía computarizada proveen imágenes con información anatómica, pero 

están limitadas en cuanto a la información dinámica de los procesos moleculares del 

cuerpo (Cervino et al., 2013; Y. Zhou et al., 2012).  
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Por otra parte, en el área de medicina nuclear el sistema MIRD (Medical Internal 

Radiation Dose) es una metodología que permite realizar una estimación de la dosis 

absorbida de radiación en órganos y tejidos debido a la incorporación de material 

radioactivo. Establecido por la Sociedad de Medicina Nuclear de USA en 1960, la 

metodología MIRD ha sido ampliamente empleada en los servicios de medicina 

nuclear en pacientes que han sido expuestos a radiofármacos con fines diagnóstico y 

terapéuticos. Durante la última década la metodología MIRD ha sido ampliamente 

usada en dosimetría de radiofármacos en etapa experimental en ratones átimicos.  

 

1.2.1.  Péptidos de reconocimiento específico 
 

Los péptidos son moléculas que están formadas por la unión de varios aminoácidos, 

unidos entre sí por enlaces peptídicos. Un enlace peptídico es un enlace covalente 

entre el grupo amino (–NH2) de un aminoácido y el grupo carboxilo (–COOH) de otro 

aminoácido. El tamaño de los péptidos varía desde moléculas que contienen dos 

aminoácidos hasta cincuenta. Los péptidos no poseen una estructura lineal a 

diferencia de la estructura tridimensional que presentan las proteínas. En el área de la 

detección de cáncer los péptidos reguladores (sobreexpresados en numerosas células 

de cáncer) adquieren una gran importancia como blancos moleculares (G Ferro-

Flores, Ramírez, Meléndez-Alafort, & Santos-Cuevas, 2010; Guillermina Ferro-Flores, 

Arteaga de Murphy, & Melendez-Alafort, 2006).  

 

Las proteínas o los péptidos que están presentes en una célula de cáncer, sirven para 

diferenciar cada tipo de célula cancerosa, por lo que estas proteínas o péptidos 

expresadas en las células de cáncer puede ser utilizadas como blancos moleculares 

para el reconocimiento específico (Moros, Mitchell, Grazú, & de la Fuente, 2013).  

 

Los análogos de péptidos reguladores representan una clase de moléculas 

desarrolladas para marcar específicamente células de cáncer. Estos péptidos controlan 

y modulan la función de casi todos los órganos vitales y procesos metabólicos, 
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incluyendo los neuropéptidos que están presentes en el cerebro, péptidos de 

hormonas intestinales, así como péptidos presentes en el sistema vascular y sistema 

endócrino (Varvarigou, Bouziotis, Zikos, Scopinaro, & De Vincentis, 2004).  

 

La funcionalización de radionúclidos con péptidos análogos a receptores 

sobreexpresados por células tumorales, permite obtener imágenes clínicas específicas 

y terapia para diferentes tumores (ej. mama, próstata, pulmón, intestino entre otros). 

Por lo tanto, la orientación específica a través de péptidos selectivos para fines 

diagnósticos y terapéuticos es ampliamente utilizada en el área de oncología 

(Morales-Avila et al., 2011). 

 

Secuencia peptídica RGD 

 

Los péptidos basados en la secuencia cíclica Arg-Gly-Asp (RGD) se han reportado 

como agentes antiangiogénicos con alta afinidad para las integrinas α(v)β(3) y 

α(v)β(v). La molécula del RGDfK se encuentra formada por Arginina, Glicina, Ácido 

aspártico, Fenilalanina y Lisina; la cual puede unirse a otras moléculas a través del 

grupo funcional amino de la Lisina (Figura 1). 

 

Figura 3. Estructura química del péptido RGDfK. 
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Dichas integrinas están expresadas en bajos niveles sobre las células epiteliales y las 

células endoteliales maduras, pero están sobre expresadas en las células endoteliales 

activadas en la neovasculatura de tumores y en las células tumorales (Schottelius & 

Wester, 2009). Asimismo, la secuencia RGD ha sido conjugada exitosamente en la 

estructura de diversos radiofármacos preservando una alta afinidad y reconocimiento 

especifico por diversas células tumorales in vitro e in vivo (Morales-Avila et al., 2011; 

Shi, Wang, & Liu, 2016; Y. Zhou et al., 2012). 

 

Péptidos de internalización nuclear 

 

El reconocimiento específico de una célula, se lleva a cabo por la diferenciación de los 

receptores de membrana celular. Sin embargo, el blanco más sensible de una célula es 

el núcleo, por lo que el transporte eficiente del fármaco al núcleo de la célula 

(internalización) incrementaría de forma significativa su efecto terapéutico (Nitin, 

LaConte, Rhee, & Bao, 2009). 

 

La membrana nuclear es fácilmente permeada por moléculas menores a 9 nm (es 

decir, proteínas de 40 a 60 kDa), para moléculas mayores, el transporte se realiza por 

medio de moléculas transportadoras (péptidos). Las secuencias de péptidos 

transportadores capaces de guiar moléculas a las inmediaciones del núcleo celular 

son llamadas secuencias de localización nuclear (NLS). Las NLS típicamente, se 

componen de una o más secuencias cortas de lisinas con carga positiva o argininas 

expuestas en la superficie de algunas proteínas; su entrada al núcleo se da por medio 

de los poros nucleares (Koi et al., 2014). 

 

Los péptidos con secuencia de internalización nuclear (NLS) RKKRRQRRR (Figura 4) 

son conocidos como “caballos de troya”, ya que conjugados a diferentes fármacos 

pueden llevar a éstos a la cercanía del ADN (Cornelissen, McLarty, Kersemans, 

Scollard, & Reilly, 2008; Costantini, Hu, & Reilly, 2008; Santos-Cuevas et al., 2011). La 
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molécula NLS ha demostrado su potencial en experimentos in vitro e in vivo para 

promover e ingreso de diversos fármacos al núcleo celular con la finalidad de mejorar 

su eficiencia (Costantini et al., 2008) .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Estructura química del péptido NLS. 

Aptámeros 

 

Los aptámeros son secuencias lineales de oligonucleótidos de RNA o ADN. Su 

tamaño oscila entre los 20 y 100 nucleótidos y son capaces de reconocer de forma 

específica y con alta afinidad a distintos blancos moleculares mediante un 

plegamiento tridimensional de su cadena (Wu, Chen, Wu, & Zhao, 2015).  

 

El aptámero pegaptanib de sodio (nombre comercial)  es un conjugado covalente de 

oligonucleótidos de RNA con una longitud de veintiocho nucleótidos que termina en 

una unión pentilamino, a la que dos unidades (PEG) 20-kilodalton 

monometoxipolietilenglicol están unidos covalentemente a través del grupo amino en 

un residuo de lisina (Ng et al., 2006) (Figura 5). Este aptámero liga con una alta 

especificidad y afinidad al Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF165), 

inhibiendo su actividad, por tanto, ha demostrado tener potencial para inhibir el 

proceso de angiogénesis (Prakash & Rajamanickam, 2015). 
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Es importante mencionar que en general, los aptámeros presentan problemas de 

degradación nuclear debido a las interacciones entre los aptámeros y las endo/exo 

nucleasas. Para superar este problema y proveer mayor estabilidad química al 

aptámero, se sustituye el hidroxilo 2' de la ribosa de las pirimidinas con flúor (F) o 

con un grupo amino (NH2) (Figura 5) lo que aumenta su resistencia varios órdenes de 

magnitud. Una modificación adicional que mejora la estabilidad del oligonucleótido 

de ARN frente a las nucleasas es la sustitución de 2'-O-metilo (2'-OMe) en la posición 

2'-hidroxilo de las purinas (Figura 5) (Ng et al., 2006).  

 

 

 

          donde n es aproximadamente 450 y R= 

 

Figura 5. Estructura química del aptámero RNA Pegaptanib de sodio. 

 

1.2.2. Radioterapia de blancos moleculares  
 

El objetivo de la radioterapia de blancos moleculares en medicina nuclear contra el 

cáncer, es entregar una dosis máxima de radiación a los tumores mediante el empleo 

Sustitución 

de moléculas 
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de radiofármacos. Dicha entrega deberá ser de forma selectiva y localizada, para 

poder generar un efecto terapéutico a través del depósito de energía de las emisiones 

de partículas cargadas.  

 

Con el propósito de implementar una radioterapia específica se han introducido 

metodologías que utilizan una gran cantidad de biomoléculas (anticuerpos 

monoclonales, péptidos bioactivos, agentes derivados de anticuerpos, unidades de 

reconocimiento molecular, entre otros) radiomarcadas para terapia de tumores y 

terapia paliativa ósea (tratamiento del dolor en metástasis óseas) (Cornelissen et al., 

2008; Costantini et al., 2008; Santos-Cuevas et al., 2011). 

 

Es importante señalar que para que un radionúclido sea funcionalizado con otras 

moléculas para ser empleado en aplicaciones médicas, éste es químicamente 

estabilizado a través de un proceso de premarcado.  En esta técnica se emplea un 

agente quelante bifuncional (AQB) que forma un complejo con el radionúclido y 

después se conjuga con la biomolécula marcadora. A una sustancia que tiene la 

propiedad de fijar iones metálicos a un determinado complejo molecular, se le 

denomina “quelante”. El proceso de quelación del radionúclido tiene por objetivo: 

minimizar la disociación del radionúclido en ambiente biológicos in vivo, formar un 

complejo con alta estabilidad termodinámica, evitar cambios en el estado de 

oxidación del radionúclido entre otros. 

 

Se ha demostrado en diversos estudios que el agente quelante DOTA (ácido 

dodecanatetraacético) forma un compuesto de alta estabilidad química y 

termodinámica con distintos radionúclidos (68Ga,  90Y , 111In,  177Lu) con una liberación 

del radionúclido relativamente baja en ambientes biológicos (Iori et al., 2017; Tsionou 

et al., 2017). La molécula DOTA puede ser conjugada con otras biomoléculas a través 

de los siguientes métodos: 1) Activación de unos de los cuatros grupos carboxilos en 

la molécula para facilitar su reacción con aminas primarias en las biomoléculas y 



Abraham González Ruiz                                                                                                        Antecedentes 
 

16 
 

Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD 

conjugado con nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

formar un enlace amida estable y b) Unión covalente de la biomolécula a los 

derivados del DOTA con cadenas laterales.  

 

Los radiofármacos empleados con fines terapéuticos, tienen la característica principal 

de que emplean en su estructura un isótopo radioactivo que presenta la emisión de 

partículas “α, β” y/o procesos de desexcitación como conversión electrónica y 

recombinación electrónica. La radiación induce una o varias rutas de muerte celular 

(Karagiannis, 2007; Sofou, 2008).  

 

Esto permite la reducción, eliminación o detención del crecimiento de tumores 

cancerosos. La respuesta celular del tumor a la radiación depende de varios 

parámetros como la dosis absorbida, la tasa de dosis, el perfil de penetración del 

radionúclido al tumor o célula, la localización del radionúclido y la radiosensibilidad 

celular (Boswell & Brechbiel, 2005; Couturier et al., 2005). 

 

La elección de un radionúclido terapéutico o de diagnóstico para una aplicación en 

particular depende de sus características: físicas (tipo de radiación emitida, tiempo de 

vida media, energía entre otros) químicas (portadores, actividad específica, pureza 

etc), biológicas (estabilidad in vivo) y farmacocinética del portador marcado y del 

radionúclido libre entre otros (Boswell & Brechbiel, 2005; Couturier et al., 2005; 

Karagiannis, 2007; Kassis & Adelstein, 2005; Levi de Cabrejas, 1999; Secretaría de 

Salud, 2016; Sofou, 2008; Verdera & Gomez De Castiglia, 2009).  

 

En la última década se han desarrollado radiofármacos que conjuguen ambas 

características (diagnóstico y terapia) en una sola formulación farmacéutica, a estos 

compuestos se les conoce como teranósticos. Teranóstico es un acrónimo de 

terapéutico y diagnóstico. En este proyecto, el término se refiere a vectores 

moleculares/macromoleculares de reconocimiento específico y a nanoplataformas 

que incorporan ambas funciones, diagnóstico y terapia en una sola forma 

farmacéutica. Además de incorporar funciones diagnósticas y terapéuticas, estas 
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entidades pueden ser útiles en el seguimiento de la progresión de la enfermedad y en 

la evaluación de la respuesta a la terapia combinada (Koi et al., 2014; Yoon et al., 2014). 

 

A través del uso de radiofármacos es posible registrar y detectar por imagen in vivo, 

la distribución espacio-temporal de procesos moleculares o celulares para 

aplicaciones diagnósticas y/o terapéuticas utilizando técnicas de medicina nuclear 

molecular (Gautier, Allard-Vannier, Hervé-Aubert, Soucé, & Chourpa, 2013). 

 

1.2.3. Radiofármacos teranósticos marcados con Lutecio-177 
 

El lutecio-177 (177Lu) es un isótopo radiactivo del Lu que tiene como número atómico 

al 71 y masa atómica de 174.967 uma. Es un elemento sólido de color plateado y 

pertenece al grupo de los metales de transición. Es el metal más pesado, raro y caro 

de la serie de los lantánidos o tierras raras. El 177Lu posee una vida media radiactiva 

de 6.71 días (Cruz et al., 2012).  

 

Es un emisor beta negativo con una Emax = 497 keV (abundancia 78 %) y una Eprom = 

134 keV con un alcance promedio de 2 mm en tejido blando. Además, emite un fotón 

gamma de 208 keV (11 % de abundancia) apropiado para la adquisición de imágenes 

in vivo en cámara gamma y SPECT, para la realización de estudios dosimétricos 

personalizados previos a la terapia radionuclídica (Figura 6) (Chemistry Explained, 

2018).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Propiedades radioactivas del 177Lu. 
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El 177Lu es un candidato ideal para el radiomarcado de fármacos y tiene 

características favorables para ser empleado en terapia radionuclídica usando blancos 

moleculares específicos. La ventaja que posee el 177Lu respecto a los emisores alfa es el 

efecto de fuego cruzado dado por las partículas que permite la irradiación de tejido 

tumoral en forma homogénea (Figura 7), incluso en regiones donde el radiofármaco 

no se acumula (Kassis & Adelstein, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Efecto cruzado del 177Lu, inducción de apoptosis en células malignas no unidas directamente 

al radioconjugado. 

 

El 177Lu puede ser obtenido por reacción de captura neutrónica (n, γ) en un reactor a 

partir de la irradiación con neutrones térmicos de un blanco natural o enriquecido de 

176 LuO3 o por la irradiación de un blanco de 176Yb y la posterior separación 

electroquímica del 177Lu del blanco de Yb.  

 

La investigación y diseño de nuevos radiofármacos basados en 177Lu ha tenido un 

elevado crecimiento  durante la última (Ferro-flores et al., 2015). El 177Lu, quelado con 

el ácido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-N, N´, N´´, N´´´-tetraacético (DOTA) ha 

demostrado formar un complejo de coordinación estable y ha sido exitosamente 

funcionalizado con múltiples moléculas (anticuerpos monoclonales, péptidos, 

esteroides, aptámeros etc.) con propósito radiofarmacéuticos. El compuesto 177Lu-

DOTA ha demostrado ser químicamente estable en sistemas in vivo y con alta 

actividad específica (Vilchis-Juárez et al., 2014).  
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Siguiendo el enfoque antiangiogénico teranóstico en 2013, Luna-Gutiérrez y sus 

colegas desarrollaron un nuevo compuesto terapéutico radiofarmacéutico basado en 

la formulación: 177Lu-AuNP-RGD con el potencial para tratar el cáncer. El compuesto 

de Luna presento en experimentos in vitro: afinidad por la integrina α (V) β (3), efecto 

terapéutico para el resultado de la radiación concomitante (βMax = 176 keV) y el efecto 

del plasmón superficial (SRP) producido irradiando el compuesto por luz láser. Es 

importante señalar que el compuesto DOTA-GGC, permitió la funcionalización del 

177Lu con las nanopartículas de Au (AuNP) y presento estabilidad química en 

ambientes biológicos.  

 

Por otro lado, el 177Lu ha sido exitosamente conjugado a dendrímeros para el diseño 

de un nuevo radiofármaco con potencial fototérmico-plasmónico, terapéutico y 

radioterapéutico (177Lu-DenAuNP-folato-bombesina). El compuesto radiomarcado 

con lutecio demostró estabilidad química, alta afinidad in vitro en células cancerosas y 

reducción considerable de la viabilidad celular de las células tratadas. En la siguiente 

tabla (tabla 1) se muestran las aplicaciones potenciales del 177Lu en medicina nuclear:  

 

Tabla 1. Aplicaciones potenciales del 177Lu en medicina nuclear (Banerjee, Pillai, & Knapp, 2015). 

Producto Blanco  Expresión biológica  Aplicación 
177Lu-CC-49 Tumores asociados a 

antígenos (TAG-72) 
 

Anticuerpo monoclonal murino 
asociado a la glicoproteína 72 
(TAG 72) MoAb 

Adenocarcinoma 
de colon y 
ovario.  

177Lu-J591 Antígenos específicos 
de próstata 

PSMA antígeno  Cáncer de 
próstata  

177Lu-
Rituximab 

CD 20-MoAb Anticuerpo monoclonal quimérico 
ratón-humano 

Linfoma no-
Hodgkin´s 

177Lu- 
DOTATATE 

Receptores de 
somatostatina  
(Subtipo 1-5) 

Péptido DOTATATE Cáncer 
neuroendocrino  

177Lu-EDTMP Metástasis óseas  Ácido 
etilendiaminotetrametilenfosfónico 

Tratamiento de 
metástasis óseas.  

 

Finalmente es importante señalar que la inducción de muerte por radiación en un 

organismo o tejido está en función del tipo de célula irradiada, tipo y energía de 
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radiación, tasa de dosis entre otros. La radiación daña distintos componentes 

estructurales de la célula de forma no selectiva. Sin embargo, el material más 

vulnerable de la célula es el ADN, el cual puede ser dañado de forma directa (ruptura 

simple o doble de la cadena de ADN) o indirecta (producción de radicales libre por 

hidrolisis del agua) por efecto de la radiación.  

 

Cuando el daño al ADN no puede ser reparado o tolerado se pueden manifestar 

aberraciones cromosómicas, mutaciones genéticas y trasformaciones malignas. La 

muerte celular no es simplemente una consecuencia de la inactivación del genoma, se 

basa en reacciones enzimáticas complejas que desencadenan apoptosis, necrosis, 

autofagia y otras formas de muerte celular. Además, por medio del efecto 

(bystander), las células con daño radiobiológico pueden inducir muerte celular en 

células vecinas, no irradiadas a través de la liberación de citosinas y elementos 

altamente reactivos químicamente llamados radicales libres. 

 

1.2.4. Radiofármacos Teranósticos basados en Nanopartículas de Au 
 

Las nanopartículas de Au (AuNPs) tienen un gran potencial para aplicaciones 

biomédicas, y han sido ampliamente utilizadas como nanoplataformas en 

aplicaciones biomédicas como: agentes terapéuticos y diagnóstico entre otras. Las 

AuNPs presentan una gran estabilidad química, métodos de síntesis ampliamente 

investigados, habilidad para incorporarse selectivamente a blancos moleculares 

específicos con alto reconocimiento molecular entre otras características (Carrillo-

Cazares, Jiménez-Mancilla, Luna-Gutiérrez, Isaac-Olivé, & Camacho-López, 2017; 

Hector Mendoza-Nava et al., 2016).  

 

Las AuNPs, cuando son expuestas a luz laser con una determinada longitud de onda 

presentan el fenómeno resonancia de plasmón de superficie (SPR, por sus siglas en 

inglés). Durante este proceso las AuNPs absorben parte de la luz con las que 
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interactúan y es liberada en forma de calor al medio circundante. El fenómeno de SPR 

ha sido implementado con éxito para proporcionar terapia fototérmica plasmónica en 

sistemas in vitro e in vivo para inducir destrucción celular térmica irreversible (Zong, 

Cobb, & Cameron, 2017).  

 

Por otra parte las AuNPs se han utilizado como nanoplataformas y han sido 

exitosamente radiomarcados para el diseño de radiofármacos teranósticos (Yook et 

al., 2015). Uno de los mecanismos de conjugación más empleado en la síntesis de 

radiofármacos es la reacción espontánea de la superficie de AuNP con un tiol 

(cisteína) o una amina primaria N-terminal de la biomolécula con la que se busca 

conjugar (Jimenez-Mancilla et al., 2012). Se considera que el grupo tiol es el tipo de 

molécula más importante para estabilizar AuNPs de cualquier tamaño mediante la 

formación de un modelo de "grapa" de dos grupos tiol que interactúan con tres 

átomos de oro en una conformación de puente (Bürgi, 2015; Tlahuice-Flores, Whetten, 

& Jose-Yacaman, 2013). Las AuNPs funcionalizadas con péptidos exhiben mayor 

estabilidad y biocompatibilidad, lo que les permite dirigirse hacia el objetivo 

deseado(Zong et al., 2017).  

   

Síntesis de Nanopartículas de Au 

 

Existen diferentes métodos de síntesis de nanopartículas de Au que han sido 

reportados desde la década de los 50s. Uno de los métodos más ampliamente 

reportado es el presentado por Turkevitch en 1951 el cual consiste en la reducción de 

derivados de Au(III) mediante citratos de sodio en soluciones acuosas, el cual permite 

obtener nanopartículas de aproximadamente 20 nm (Frens, 1973).  

 

EL proceso de reducción descrito por Turkevitch en 1951 inicia con la oxidación del 

citrato, formándose una dicaborxicetona y la liberación de electrones. Posteriormente 

la sal áurica se reduce a sal aurosa por los electrones liberados. Finalmente, la 
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dismutación/reducción de las especies aurosas conduce a la formación de las AuNPs. 

La síntesis de AuNPs por el método de reducción antes descrito es dependiente de la 

concentración de los precursores, de la tasa de adición, velocidad de mezclado, 

formación dicarboxicetona y la relación de las concentraciones (J. Kimling et al., 2006; 

Turkevich, Stevenson, & Hillier, 1951).  

 

Para evitar la aglutinación progresiva y la precipitación de macro moléculas en el 

proceso de síntesis de las AuNPs se agrega una solución estabilizadora que limita el 

crecimiento excesivo de las nanopartículas y de esta forma obtener una solución 

coloidal estable. Como se mencionó anteriormente los compuestos orgánicos como 

los grupos tiol (-SH) han sido ampliamente reportados para emplearse como solución 

estabilizadora debido a su gran afinidad que tienen por los metales nobles (Ferro-

flores et al., 2015).  

 

Interacción de la luz con AuNPs 

 

Sí una nanopartícula de oro (AuNPs) interactúa con la radiación electromagnética en 

la región visible y la frecuencia del campo electromagnético es resonante con el 

movimiento coherente de los electrones, se obtiene la oscilación colectiva de los 

electrones de la banda de conducción de los átomos de Au. A este fenómeno se le 

conoce como resonancia de plasmón de superficie (SPR). Los átomos de Au durante 

el SPR pasan de un estado estable a un estado excitado, dicha oscilación colectiva 

genera bandas de resonancia que reciben el nombre de plasmones localizado 

(Amendola, Pilot, Frasconi, Maragò, & Iatì, 2017).  

  

El campo eléctrico oscilante de la luz incidente induce físicamente en las AuNPs un 

dipolo eléctrico, el cuál desplaza parte de los electrones libres (electrones de la banda 

de conducción del Au) en una dirección lejos del resto de la partícula metálica (Figura 

8). Al estar alejados los electrones exteriores de la nanopartícula se generan una carga 
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neta negativa en un lado de la partícula y el resto de los núcleos en conjunto con los 

electrones internos que no se desplazan constituyen una carga opuesta positiva. La 

separación de cargas actúa como una fuerza restauradora de equilibrio para las 

AuNPs (Cruz et al., 2012; Huang, Jain, El-Sayed, & El-Sayed, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Diagrama ilustrativo del fenómeno de resonancia de plasmón de superficie. 

  

La interacción de las AuNPs con la luz y las propiedades ópticas resultantes se 

pueden describir acorde al modelo de Drude mediante la función dieléctrica 휀 (1). La 

función dieléctrica del Au está definida como la suma del término 휀𝐵(𝑤) la cuál 

considera la respuesta de los electrones de la banda de conducción 5d-6sp (parte de la 

ecuación) y el término 휀𝐷(𝑤) (parte imaginaria de la ecuación) la cuál considera a los 

electrones libres de conducción. Donde 𝑤 = 2𝜋𝑐 𝜆⁄  la frecuencia angular de la luz. (𝜆= 

Longitud de onda, c= velocidad de la luz) (Gobin, Watkins, Quevedo, Colvin, & 

West, 2010).   

 

휀 =  휀𝐵(𝑤) + 휀𝐷(𝑤)                                                       (1) 

 

En 1908 Gustav Mie describió la interacción de una onda plana con un dieléctrico 

esférico partiendo de la solución analítica de las ecuaciones de Maxwell. Dicha teoría 

se basa en la hipótesis de que mientas el campo electromagnético de la onda 

Generación de 

dipolo eléctrico 
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interactúa con la partícula existe una separación de cargas (electrones) en la superficie 

de la partícula. Mie desarrollo una solución analítica exacta para esferas con distintos 

diámetros (Hashimoto, Werner, & Uwada, 2012).  

 

La probabilidad de absorción y de dispersión son representadas con la sección 

trasversal de absorción (Cabs), la sección trasversal de dispersión (Csca) y la sección 

trasversal de extinción (Cext= Cabs+ Csca). El valor de cada una de las fracciones de luz 

(dispersada, absorbida, extinta) será dependiente de la longitud de onda de radiación 

incidente, del material, forma/ tamaño de la nanopartícula, y del medio circundante. 

 

A través del modelo de Drude que considera la expresión de la función dieléctrica y 

tomando en cuenta que las AuNPs esféricas se encuentran envueltas en un medio no 

absorbente isotópico con una constante dieléctrica 휀𝑚 Mie cálculo la sección 

transversal de extinción dada por la siguiente ecuación:  

 

𝐶𝑒𝑥𝑡(𝑤) = 9
𝑤

𝑐
(휀𝑚)

2
3⁄ 𝑉0

𝜀"(𝑤)

[𝜀"(𝑤)+2(𝜀𝑚)]
2

+𝜀"(𝑤)2
                                    (2) 

 

Donde c es la velocidad de la luz al vacío, V0 es el volumen de la nanopartícula 

esférica denotado como: 𝑉0 = (4𝜋
3⁄ )𝑅3 y 휀𝑚 la constante dieléctrica del medio. De la 

ecuación (2) se puede deducir que la resonancia de plasmón de superficie depende en 

gran medida de la constante dieléctrica del medio. La absorbancia máxima por 

nanopartícula se presenta cuando  𝐶𝑒𝑥𝑡(𝑤) es 𝜖′(𝑤) = ~2휀𝑚 

 

La teoría completa de Mie para partículas esféricas suspendidas en un medio excede 

los objetivos de este trabajo dado su complejidad y área de aplicación por lo que solo 

se exponen de forma general los principales fundamentos teóricos que permiten 

explicar el fenómeno de SPR para el desarrollo de esta investigación.  
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El fenómeno SPR se manifiesta como una banda de absorción en la región visible. La 

longitud de onda (𝜆) a la que se obtiene dicha resonancia se le conoce como banda de 

absorción del plasmón de superficie. Durante este fenómeno el medio circúndate en 

el que se encuentran suspendidas las AuNPs intensifica varios procesos ópticos 

como: absorción, dispersión y extinción. Los electrones superficiales de las 

nanopartículas interactúan con la radiación electromagnética mediante la interface 

nanopartícula-medio circundante lo que produce un campo eléctrico intensificado 

(Gobin et al., 2010).  

 

Diversos grupos de investigación han reportado que las AuNPs de 20 nm presentan 

fenómenos de SPR (con una banda de absorción en 520 nm) e incluso fenómenos de 

fluorescencia con altos rendimientos cuánticos cuando son preparadas por 

procedimientos de termo-reducción, por lo tanto, las AuNPs también pueden 

funcionar como agentes para la obtención de imágenes ópticas. Asimismo se ha 

reportado que cuando las AuNPs son expuestas a un campo de radiofrecuencia 

determinado, también liberan el calor suficiente para destruir a las células malignas 

(Dolamic, Varnholt, & Bürgi, 2013; Peeters et al., 2012; Vilchis-Juárez et al., 2014).  

 

La deposición de energía resultante de la interacción de luz láser de AuNPs se puede 

describir en cuatro etapas: 1) La luz láser es absorbida por la matriz de electrones, 

creando electrones  térmicos nacientes, 2) después de 100 fs el sistema alcanza un 

equilibrio térmico debido a las interacciones de dispersión electrón-electrón con 

electrones fríos de la banda de conducción, 3) la energía del electrón es transferida a 

la a la red del átomo a través de interacciones electrón-fonón, un fonón es una 

cuasipartícula o modo cuantizado vibratorio por el cual se trasfiere el calor y el 

sonido    4) finalmente la energía de la red del átomo se transfiere al medio 

circundante mediante interacciones fonón-medio lo que conlleva un aumento de 

temperatura en el medio a través de un proceso de difusión de calor (Figura 9) 

(Amendola et al., 2017).  
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La temperatura electrónica resultante de la termalización de la nube de electrones 

viaria en cientos de grados en función de la energía del láser con la que son 

irradiados y la duración del pulso. Es importante señalar que la temperatura de 

fundición del Au es de 1065°C, sin embargo, cuando el material irradiado (AuNPs) se 

encuentran en escala nanométrica (1-100 nm) el punto de fundición es disminuye en 

cientos de grados centígrados.  Por ejemplo, se ha reportado que el punto de función 

para nanopartículas de 38 nm de diámetro es de 830°C, ~200°C menos que la 

temperatura de fundición de un volumen de Au (Inasawa, Sugiyama, & Yamaguchi, 

2005; Petrova et al., 2006). El cambio de temperatura requerido para alcanzar el punto 

de fusión varía en función del tamaño de la partícula debido al efecto “proporción 

volumen-superficie”(Jiang, Smith, & Pinchuk, 2013; Qiao, Feng, & Zhou, 2014; Wang 

et al., 2016).  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 9. Dispersión de la energía resultante de la interacción de luz láser con AuNPs. 

  

Producto del calentamiento de las AuNPs y de la trasferencia de calor entre AuNP 

con el medio, las AuNPs pueden sufrir cambios en su estructura (diámetro, forma, 

entre otros) (Figura 10). Brevemente, la reducción de tamaño puede presentarse a 
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través de los siguientes procesos: 1) Evaporación de superficie: ocurre cuando la 

temperatura de las AuNP excede el punto de ebullición del Au y se tiene baja 

trasferencia de calor al medio, 2) Explosión columbiana:  en este modelo se presume la 

eyección de una gran cantidad de electrones que generan múltiples AuNPs ionizadas 

que sufren modificaciones en sus estructura debido a repulsión de cargas, 3) 

Mecanismo de ablación en el campo-cercano, el cual se presenta cuando las AuNPs son 

irradiadas con un láser de alta intensidad en femtosegundos (Fales, Vogt, Pfefer, & 

Ilev, 2017; González-Rubio, Guerrero-Martínez, & Liz-Marzán, 2016; Werner, Furube, 

Okamoto, & Hashimoto, 2011).  

 
 
  

 

 

 

 

 

 

 
Figura 10. Mecanismos de reducción de las AuNPs al interaccionar luz láser. 

 

AuNPs y células tumorales 

 

El valor terapéutico de las AuNPs se basa en sus propiedades físicas como el SPR y en 

su capacidad para interactuar con células tumorales. Se facilita la infiltración de 

AuNPs en el tumor debido a que muchos tumores presentan características de 

permeabilidad y retención incrementadas. La distribución subcelular de las AuNPs 

en las células tumorales depende de múltiples factores como: su tamaño, la 

morfología, los grupos funcionales en la superficie de la AuNP y el tipo de célula con 

el que interactúan. Las AuNPs pueden causar la muerte de células tumorales por 

ablación fototérmica, daño mecánico y aumento de la concentración localizada del 
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radiofármaco. Estos eventos se pueden combinar para mejorar la eficiencia del 

tratamiento, como es el caso de AuNPs marcadas con distintos radionúclidos (Zong et 

al., 2017). 

Una vez que las AuNPs se encuentran en el tejido tumoral (matriz extracelular del 

tumor) se deben superar múltiples obstáculos antes de que estás se concentren en el 

blanco deseado (ej. Núcleo celular). Las AuNPs funcionalizadas con agentes para 

reconocimiento molecular deben pasar por procesos de: unión a la superficie celular, 

captación celular, internalización por vías endocitóticas y el subsecuente escape de los 

lisosomas/endosomas o internalización por vías no endocitóticas y finalmente la 

asociación con la ubicación subcelular blanco (ej. núcleo, mitocondrias) (Figura 11) 

(Zong et al., 2017).  

 

Una vez que los AuNPs están en la matriz extracelular del tumor (ECM, barrera 1), 

deben unirse a la superficie de la célula cancerosa. La captación celular requiere la 

translocación a través de la membrana plasmática (barrera 2), por endocitosis u otros 

mecanismos. Dentro de la célula, las AuNPs tienen que escapar de los endosomas o 

lisosomas (barrera 3) para posteriormente asociarse con el orgánulo o compartimiento 

celular deseado (barrera 4). Los posibles destinos finales son el núcleo (azul) o las 

mitocondrias (amarillo) (Kodiha, Wang, Hutter, Maysinger, & Stochaj, 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Matriz extracelular 

Célula tumoral AuNPs 

1 

2 

3 

4 

4 
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Figura 11. Barreras de ingreso de las AuNPs en células tumorales. 1) Las AuNPs deben ingresar a la 

matriz extracelular tumoral y unirse a las células, 2) Captación celular que requiere translocación a 

través de la membrana plasmática por endocitosis u otros mecanismos, 3) Dentro de la célula las 

AuNPs deben escapar de los endosomas o lisosomas y 4)   Asociación con el orgánulo o 

compartimiento intracelular celular blanco como el núcleo (morado) o las mitocondrias (rojo).  

De forma general las AuNPs presentan carga positiva lo cual estimula la captación 

celular debido a interacciones electrostáticas con la superficie celular. Se ha 

demostrado que la captación e internalización de las AuNPs mejora cuando son 

funcionalizadas con péptidos de internalización nuclear (NLS), los cuales están 

enriquecidos por residuos de aminoácidos básicos (Dykman & Khlebtsov, 2014; Gao 

et al., 2013).  

 

Hipertermia con AuNPs 

 

La aplicación de calor al tratamiento del cáncer no es nueva y ha sido empleada desde 

principios del siglo XX. En la hipertermia tradicional, la región del cuerpo que 

contiene el tumor se calienta a ∼40−45 ° C, varios grados por encima de la 

temperatura fisiológica (37 °C). El calor se genera externamente usando instrumentos 

que producen campos electromagnéticos (microondas u ondas de radio) o 

ultrasonido. Se ha utilizado la hipertermia tradicional, en combinación con 

quimioterapia y / o radioterapia, para tratamiento del cáncer (Abadeer & Murphy, 

2016).   

 

El calor generado por el efecto de SPR que presentan las AuNPs al ser irradiadas con 

luz láser, puede ser empleado como terapia para dañar/destruir células y tejidos 

cancerosos. La transferencia de calor de las AuNPs al medio en el que se encuentran 

suspendidas, conduce a la formación de una burbuja fototérmica en líquidos, 

provocando una evaporación explosiva del líquido circundante con la subsecuente 

disipación de calor. La diferencia entre la hipertermia tradicional y la terapia 
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fototérmica es que el calentamiento fototérmico solo se produce en el área 

directamente alrededor de las AuNPs, y las temperaturas locales pueden elevarse a 

decenas o cientos de grados por encima de la temperatura fisiológica (en escalas de 

tiempo muy cortas) (Vilchis-Juárez et al., 2014). Esto implica que el calentamiento 

fototérmico estaría dirigido a los tumores en lugar de tejido sano, reduciendo así el 

potencial lado negativo de las terapias contra el cáncer (Abadeer & Murphy, 2016). 

 

La muerte celular del cáncer puede resultar del daño ocasionado a la membrana 

celular, la desnaturalización de las proteínas intracelulares, el daño/deterioro del 

ARN/ADN, cambios en la expresión génica e inducción de la muerte celular a través 

de la apoptosis. Asimismo, el calentamiento también puede aumentar la 

susceptibilidad o sensibilizar las células cancerosas a otros tratamientos para el 

cáncer, como la radiación y la quimioterapia (Amendola et al., 2017; Finkel et al., 2016; 

Héctor Mendoza-Nava et al., 2017).  

 

Radiofármacos basados en 177Lu-AuNPs 

 

Los radiofármacos marcados con 177Lu y conjugados con AuNPs como 

nanoestructura han sido ampliamente estudiados y se encuentran a la vanguardia de 

la innovación teranóstica (Ferro-flores et al., 2015). Debido a sus propiedades ópticas, 

su naturaleza no tóxica, síntesis y funcionalización relativamente simple, las AuNPs 

han sido radiomarcadas exitosamente con 177Lu con propósitos terapéuticos (emisión 

de 𝛽𝑚𝑎𝑥
−  𝑑𝑒 0.497 𝑀𝑒𝑉) y diagnósticos (emisión γ de 0.208 MeV). Asimismo, las 

AuNPs han sido covalentemente conjugadas con péptidos de reconocimiento 

especifico por blancos moleculares como las integrinas sobreexpresadas por células 

tumorales (Cai et al., 2017).  

 

Siguiendo el enfoque antiangiogénico teranóstico en 2013, Luna-Gutiérrez y sus 

colegas desarrollaron un nuevo compuesto radiofarmacéutico basado en la 
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formulación: 177Lu-AuNP-RGD (empleando DOTA-GGC como agente quelante) con 

el potencial para tratar el cáncer. El compuesto de Luna presentó en experimentos in 

vitro: afinidad por la integrina α(V) β(3) sobreexpresada en la población celular de 

estudio y efecto terapéutico concomitante producido por el 177Lu (βMax = 208 keV) en 

conjunto con el SPR de las AuNPs irradias por luz láser. En 2014 Vilchis y 

colaboradores desarrollaron experimentos con el sistema 177Lu-AuNP-RGD en 

ratones átimicos para comprobar su eficiencia in vivo en el tratamiento de tumores 

inducidos y su potencial para la obtención de imágenes moleculares. En su trabajo 

Vilchis demostró el potencial antiangiogénico, terapéutico y diagnóstico de la 

formulación 177Lu-AuNP-RGD.  

 

La efectividad de la radioterapia dirigida con radiofármacos basados en 177Lu-AuNP 

depende principalmente de la tasa de dosis absorbida y de la dosis absorbida total 

administrada al tumor ya los tejidos normales. La dosis y su velocidad dependen de 

las propiedades físicas del radionúclido, la actividad inyectada y la cinética de 

captación y eliminación de la radioactividad dentro del tumor y de los tejidos/células 

normales ((Aranda-Lara et al., 2016; Héctor Mendoza-Nava et al., 2017)).  
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 

El cáncer es la tercera causa de muerte en México y según estimaciones de la Unión 

Internacional contra el Cáncer, cada año se suman más de 128,000 casos de 

mexicanos. Desde el 2008, es la principal causa de muerte en el mundo. Existen 100 

tipos de cáncer, la mayoría son curables si se detectan en etapas tempranas. En 

México, acorde al Institucional del Instituto Nacional de Cancerología el 60% de los 

casos son detectados en etapas avanzadas(Instituto Nacional de Estadística y 

Geografía, 2015; OMS, 2017; Taniguchi, 2013).  

 

Lo cual indica que los actuales métodos de detección de cáncer se han visto 

superados o evadidos, por lo que surge la necesidad de proponer nuevos métodos de 

detección y tratamiento más confiables y veraces que propicien la detección del 

cáncer en una temprana etapa(OMS, 2017). 

 

Una de las principales herramientas que ha surgido en el campo de la medicina 

nuclear, para la detección y tratamiento del cáncer es el diseño de radiofármacos 

denominados teranósticos, los cuales en diversos estudios preclínicos han demostrado 

su potencial aplicación como biomarcadores para la detección y tratamiento del 

cáncer (Ferrara et al., 2003; Haubner & Decristoforo, 2009; Luna-Gutiérrez et al., 2013).  

 

El proceso de angiogénesis es uno de los principales procesos involucrados en el 

desarrollo, crecimiento y metástasis del cáncer. Por lo que el estudio de la inhibición 

de los factores de crecimiento endotelial involucrados en la angiogénesis resulta de 

gran importancia en el desarrollo de nuevas técnicas diagnósticas y terapéuticas 

contra dicha enfermedad (Prakash & Rajamanickam, 2015). 

  

Durante la última década, los radiofármacos de tercera de generación que involucran 

un radionúclido en su estructura, un agente bioactivo y un agente quelante han sido 
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expuestos como una eficiente alternativa en el tratamiento y diagnóstico del cáncer. 

Así mismo el uso de la radioterapia plasmónica empleando nanopartículas de Oro 

para el tratamiento del cáncer ha demostrado tener resultados favorables (Jiménez-

Mancilla et al., 2013; Luna-Gutiérrez et al., 2012; Héctor Mendoza-Nava et al., 2013). 

Por lo que surgen las siguientes preguntas de investigación. 

 

1. ¿Es posible preparar una nueva molécula heterobivalente basada en aptámeros 

anti-VEGF, péptidos NLS-RGD conjugada con nanopartículas de Au y radiomarcada 

con Lu-177 que presente propiedades tanto antiangiogénicas, capacidad de 

internalización nuclear en células de cáncer, útil en terapia fototérmica plasmónica y 

para la obtención de imágenes moleculares?  

 

2. ¿Será suficiente la captación específica del sistema multifuncional 177Lu-DOTA-

GGC-AuNP-RGD-NLS-Aptámero en tumores que sobreexpresan las integrinas α (v) 

β (3) y α (v) β (5) y factores VEGF, para producir una dosis de radiación terapéutica 

(>100 mGy por MBq administrado), así como para producir muerte celular por causas 

térmicas producto de la terapia plasmónica?  
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3. HIPÓTESIS 
 

Por sus propiedades fisicoquímicas y de reconocimiento molecular específico, el 

radiofármaco 177Lu-AuNP-NLS-RGD-Aptámero-anti-VEGF hetero-multivalente que 

interactúa de forma concomitante con diferentes receptores asociados al proceso de 

angiogénesis de las células tumorales, hacen posible la obtención de imágenes 

específicas, sensibles y no invasivas del tumor. Asimismo, dicha formulación 

farmacéutica permite la termoterapia y radioterapia conjunta de blancos moleculares.   

 

Hipótesis Alterna  

 

El reconocimiento específico del radiofármaco teranóstico multifuncional 177Lu-

AuNP-NLS-RGD-Aptámero-anti-VEGF por células de cáncer que sobre expresen el 

factor VEGF165 y las integrinas α(v)β(3) y α(v)β(5), produce un efecto antiangiogénico 

significativo.  

 

Hipótesis Alterna 2 

 

La unión específica de 177Lu-AuNP-NLS-RGD-Aptámero al factor VEGF y a las 

integrinas α(v)β(3) y α (v)β(5), produce una captación suficiente en el tumor para 

producir ya sea una dosis de radiación terapéutica o un efecto termoterapéutico y la 

obtención de imágenes mediante las desintegraciones Gamma del 177Lu o por 

fenómenos de fluorescencia de las AuNPs. 

 

Hipótesis nula 1 

La unión específica de 177Lu-AuNP-NLS-RGD-Aptámero-anti-VEGF al factor VEGF y 

a las integrinas α(v)β(3) y α(v)β(5), no produce una captación suficiente en el tumor 

para producir ya sea una dosis de radiación terapéutica o un efecto termoterapéutico.  
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Hipótesis nula 2 

La unión específica de 177Lu-AuNP-NLS-RGD-Aptámero-anti-VEGF al factor VEGF y 

a las integrinas α (v) β(3) y α(v) β(5), no produce una captación suficiente en el tumor 

para producir la obtención de imágenes mediante las desintegraciones Gamma del 

177Lu. 

 

Hipótesis nula 3 

La unión específica de 177Lu-AuNP-NLS-RGD-Aptámero-anti-VEGF al factor VEGF y 

a las integrinas α (v) β(3) y α(v) β(5), no produce un efecto antiangiogénico 

significativo.  
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4. OBJETIVO GENERAL 
  

Sintetizar, caracterizar y evaluar un radiofármaco teranóstico basado en 

nanopartículas de oro, radiomarcadas con 177 Lu, funcionalizadas con un aptámero 

(Anti-VEGF165) y péptidos NLS-RGD con actividad antitumoral (antiangiogénica) útil 

en terapia fototérmica plasmónica, radioterapia dirigida y para la obtención de 

imágenes moleculares (ópticas y nucleares) en el seguimiento de la eficacia del 

tratamiento. 

 

4.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

1. Sintetizar y caracterizar químicamente el péptido heterobivalente NLS-RGD. 

 

2. Sintetizar y caracterizar químicamente el agente quelante DOTA-GGC. 

 

3. Sintetizar y caracterizar AuNPs de 20 nm funcionalizadas con el aptámero de 

RNA análogo al pegaptanib y con el péptido NLS-RGD. 

 

4. Sintetizar y caracterizar AuNPs de 20 nm hetero-multivalentes conjugadas al 

aptámero de RNA, al péptido NLS-RGD y radiomarcadas con 177Lu-DOTA-

GGC. 

 

5. Estudiar las propiedades fluorescentes y plasmónicas del sistema 177Lu-DOTA-

GGC-AuNP-NLS-RGD-Aptámero. 

 
6. Evaluar la estabilidad en suero humano y la unión a proteínas séricas 

mediante cromatografía líquida de alta eficiencia y ultrafiltración de 177Lu-

DOTA-GGC-AuNP-NLS-RGD-Aptámero-. 
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7. Evaluar la captación específica y afinidad in vitro a la integrina humana α(v) β 

(3) y al VEGF. 

 

8. Evaluar por microscopia epi-fluorescente la internalización del radiofármaco 

177Lu-DOTA-GGC-AuNP-Aptámero-NLS-RGD de 20 nm al citoplasma y al 

núcleo de células C6 (Glioblastoma). 

 

9. Obtener imagen Cerenkov (Xtreme) y nuclear (micro-SPECT/PET/CT) de los 

ratones atímicos con tumores inducidos (con células U87MG), inyectados con 

177Lu-DOTA-GGC-AuNP-NLS-RGD-Aptámero para evaluar la captación del 

radiofármaco.  

 

10. Evaluar la eficacia terapéutica del 177Lu-DOTA-GGC-AuNP-NLS-RGD-

Aptámero en modelos murinos con tumores inducidos y su posible correlación 

con factores involucrados en la angiogénesis. 
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5. JUSTIFICACIÓN  
 

El cáncer es una de las principales causas de muerte en México. Es un problema de 

salud que cada año va en aumento a nivel mundial. Su incidencia en hombres es de 

66000 casos al año afectando a este género principalmente en próstata, pulmón, colon 

o recto y estómago; y en las mujeres se registran más de 82000 casos al año afectando 

principalmente a dicho género en la mama, pulmón, colon o recto y cérvix o útero 

(Instituto Nacional de Estadística y Geografía, 2015; Taniguchi, 2013). 

 

Por lo que resulta evidente la necesidad de desarrollar nuevas técnicas y métodos que 

permitan la detección del cáncer en etapas más tempranas. Así mismo es necesario 

diseñar nuevas alternativas en cuanto al tratamiento de dicha enfermedad, que sean 

más específicas y efectivas que los tratamientos actuales.  

 

El desarrollo de radiofármacos teranósticos es una de las áreas de mayor crecimiento 

e interés en el estudio de la medicina nuclear. La síntesis de nuevos radiofármacos 

que integren propiedades multiméricas, multivalentes, teranósticas, antiangiogénicas 

y multimodales ha sido expuesta como una gran promesa para su potencial 

aplicación en diagnóstico y terapia de cáncer.  

 

La inhibición del proceso de angiogénesis durante el desarrollo de una masa tumoral 

es uno de los enfoques de más reciente investigación debido a que sin la 

neovasculatura necesaria para que el tumor obtenga todos los nutrientes necesarios 

para su desarrollo, este no puede crecer más allá de 1-2 mm.  

 

Finalmente, esta propuesta promueve la investigación de sistemas que pueden actuar 

a nivel molecular y que en un futuro sirvan para el diagnóstico y terapia de 

enfermedades como el cáncer. 
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6.  MATERIALES Y MÉTODOS  
 

6.1.  DISEÑO DE ESTUDIO  
 

Este estudio tiene un enfoque cuantitativo estructurado, longitudinal, observacional, 

descriptivo y de seguimiento de medidas experimentales con asignación aleatoria y 

grupo control.  

 

6.1.1.  Universo 

 Línea celular C6 de glioblastoma.  

 Línea celular U87MG de glioblastoma de rata. 

 Ratones atímicos de 20 a 22 g con tumores inducidos con células U87MG. 

 

6.1.2.  Método de muestreo  

Muestras no probabilísticas. 

 

6.1.3.  Tamaño de Muestra  

 62,000,000 de células para estudios de afinidad de receptores, aplicación de 

estudios de dosimetría de radiación y aplicación de casos experimentales de 

fototerapia térmica.  

 15-20 ratones atímicos de 20 a 30 g con tumores inducidos. 
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6.2. CRITERIOS DE INCLUSIÓN, EXCLUSIÓN Y 

ELIMINACIÓN  
 

6.2.1. Criterios de Inclusión  

 Pureza radioquímica del sistema 177Lu-AuNP-NLS-RGD-Aptámero-anti-VEGF 

mayor a 90 %.  

 

 Línea celular C6 y U87MG obtenidas libres de bacterias, a una temperatura de 

37 °C, en una atmósfera de 5 % de CO2 y 100 % de humedad, en medio RPMI 

con suplemento de suero fetal bovino al 10 % y antibióticos (100 μg/ml de 

estreptomicina).  

 

 Ratones atímicos machos con un peso de 20 a 22 gramos, con tumores 

inducidos. 

 

6.2.2.  Criterios de Exclusión  

 

 Pureza radioquímica del sistema 177Lu-AuNP-NLS-RGD-Aptámero-anti-VEGF 

menor al 90 %.  

 Líneas celulares sin proliferación.  

 Ratones con sospecha de inexistencia de tumor. 

 

6.2.3.  Criterios de Eliminación 

 

 Líneas celulares contaminadas y/o inestables en crecimiento durante los 

procesos de medición.  

 Ratones que mueran durante la administración del radiofármaco, ratones con 

presencia de más de un tumor inducido.  
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6.3.  PROCEDIMIENTOS  
 

6.3.1. Síntesis de los péptidos NLS-RGD, DOTA-GGC.  

 

La síntesis de los péptidos se realizó en fase sólida en colaboración con la 

Universidad de Guanajuato con el Dr. De León como se ha hecho en trabajos previos. 

Se sintetizó él NH2-Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-Gly-Gly-Cys-Gly-Cys (Acm)-Gly-Cys 

(Acm)-CONH2(NLS-CGCGC) y se acopló a través de la Cys9 al c(Arg-Gly-Asp-DTyr-

Lys)- 3-maleimidepropionilamida (c(RGDyK)-3MP).  

 

Síntesis del c(Arg-Gly-Asp-DTyr-Lys)-3-naleimidepropionilamida (c(RGDyK-3MP)  

 

1. La síntesis del péptido lineal se inició con la incorporación de glicina en la resina de 

cloruro de o-clorotritil (Advanced ChemTec, con carga 0.93 mmol/g) a una escala de 

1.29 mmol mezclando la resina con Fmoc-Gly-OH (975 mg, 2.5 equiv) y DIPEA (492 

𝜇𝐿, 1.15 equiv) en diclormetano seco (DCM). Después se agitó la mezcla y se dejó 

reaccionar por 2.5 h y se removió la resina lavando primero con DMF seguido de 

DCM. 

  

2. La carga de la resina se determinó por HPLC, vía cuantificación del Fmoc removido 

con piperidina. A la resina se le adicionó 730 𝜇𝐿 de DIPEA en 4 mL de metanol 

cubriendo los sitios de la resina sin reaccionar. Después de 1 h, la resina se lavó con 

DMF seguido DCM. El grupo protector Fmoc se removió con una solución al 20% de 

piperidina en DMF.  

 

3. Los aminoácidos se conjugaron usando un acoplamiento de un solo paso de 3.5 

equiv. de Fmoc- amino ácido, 3,4 equiv HBTU y HOBT, 5 equiv DIPEA en DMF en el 

siguiente orden: Fmoc-Arg(Pbf)-OH), Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-D-Tyr-OH y Fmoc-
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Asp(OtBu)-OH por 2 h cada uno. El péptido lineal RGDyK se obtuvo de la resina sin 

afectar los grupos protectores por tratamiento con 10 ml de una mezcla de ácido 

acético, 2,2,2-trifluoroetano (TFE) y DCM (1:1:3) por 1.7 h a temperatura ambiente.  

 

4. La solución resultante se filtró y la resina se lavó dos veces con 5 ml de la misma 

solución y posteriormente con DMC tres veces. Los filtrados se combinaron y se 

concentraron. El exceso de ácido acético se removió con repetidas adiciones de 

hexano y evaporo en un rotovapor. La ciclización del péptido se realizó por adición 

lenta de una solución conteniendo 612 mg del péptido lineal en 6.4 mL de DMC a una 

solución 50% ácido 1-propanofosfónico anhídrido cíclico (T3P) en EtOAc (2.73 mL), 

DIPEA (2.3 mL), y DMAP (5 mg) en 250 mL de DCM. 

 

5. La solución se agitó durante toda la noche, la mezcla se concentró y se purifico por 

cromatografía de silica gel (metanol: acetato de etilo, 1:10 seguido de metanol: acetato 

de etilo, 1:5). Se colectaron las fracciones conteniendo el producto y el solvente se 

removió en un rotovapor. El residuo obtenido en DCM se lavó con agua, así mismo se 

colectó la fase orgánica y el solvente se removió. Los remanentes de los grupos 

protectores se removieron agitando la solución del péptido por 2 h con una mezcla de 

95% TFA y 5% agua; el exceso de TFA se removió bajo un flujo de N2. 

 

6. Se adicionó éter etílico frío para producir un precipitado blanco, el éter etílico se 

decantó y el sólido se lavó 3 veces más con éter. La purificación se hizo por HPLC con 

gradiente agua/acetonitrilo conteniendo 0.1 TFA de 90/10 a 30/70 en 25 minutos a 1 

mL/min.  

 

Síntesis del péptido NLS-CGCGC 

 

El péptido NLS-CGCGC tuvo la siguiente estructura: NH2-Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-

Arg-Gly-Gly-Cys (Acm)-Gly-Cys (Acm)-CONH2, y se llevó a cabo bajo las siguientes 

condiciones: 
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La síntesis comenzó con la incorporación del Fmoc-Cys (Acm) a la resina 

NovaSynTGR (Novabiochem, a 0.2 mmol/g) a escala 0.3 mmol. El proceso continuó 

hasta la Arg siguiendo el protocolo estándar de síntesis de péptidos en fase sólida 

(SPPS). Los grupos protectores se removieron de la resina con 

TFA/triisopropilsilano/H2O (95/2.5/2.5) durante tres horas. La caracterización del 

compuesto se realizó por HPLC. 

 

 Síntesis del péptido conjugado NLS-RGD  

 

El péptido ciclo(Arg-Gly-Asp-Tyr-Lys)(cRGDyK) se conjugó mediante el grupo 

maleidopropionil (MP) a través de la Lys, el grupo MP es utilizado para formar un 

enlace tioéter con la cadena lateral de la Cys9 de la secuencia del péptido de 

localización nucleas (NLS): NH2-Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-Gly-Gly-Cys-

espaciador(=Gly)-N2S2(=Cys(Acm)-Gly-Cys(Acm)-CONH2). La caracterización del 

péptido conjugado se realizó mediante la técnica HPLC y MALDI-TOF. 

 

Síntesis del agente quelante DOTA-GGC  

 

Ácido1,4,7,10-tetraazaciclodocecano-N, N´, N´´, N´´´-tetraacético-Gly-Gly-Cys 

La secuencia GGC sintetizada en fase sólida se conjugó al agente quelante DOTA 

activando los grupos carboxílicos con HATU/DIPEA, a temperatura ambiente. Se 

caracterizó por HPLC acoplado a un espectrómetro de masas de alta resolución 

(FAB). 

 

6.3.2. Preparación de la conjugación 177Lu-DOTA-GGC  

 

El 177Lu se obtuvo de ITG (Isotope Technologies Garching GmbH) con número de lote 

Lu-12-016-02/120185, calibrado el 17/02/2016, con actividad específica de 0.8 
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GBq/mg, pureza radioquímica ≥ 99%, pureza química ≥ 99%, pureza radionúclidica ≥ 

99.9%. Para obtener 177 LuCl3 se adicionó HCl 0.12M. 

 

El lutecio-177 se obtuvo en la forma química de 177LuCl3 por irradiación durante 20 h 

de 2 mg de 176Lu2O3 enriquecido al 64% en el dedal central del reactor Triga-Mark III 

del ININ (flujo 3E13 n/cm2s) con posterior disolución en ácido clorhídrico 0.12M.   

 

El radiomarcado del DOTA-GGC-AuNP se optimizó evaluando el efecto de la 

temperatura, relación molar 177Lu-DOTA-GGC-AuNP, tiempo de reacción, pH, y 

soluciones amortiguadoras utilizadas, aplicando un diseño factorial de niveles mixtos 

para su análisis por ANOVA. 

 

6.3.3. Síntesis de las AuNPs  

 

Se sintetizaron nanopartículas de 20 por termoreducción por el método reportado por 

Turkevitch en 1951 que consiste en la reducción de ácido cloroáurico (HAuCl4) por 

citrato de sodio [Na3C3H5O (COO)3]). Se sintetizaron nanopartículas de oro 

estabilizadas con citrato que posteriormente se sustituyó con el péptido NLS-RGD a 

través de los grupos cisteína (Acm) que se desprotegen al contacto con el oro. 

 

6.3.4.  Preparación de los péptidos a las AuNPs.  

 

La conjugación DOTA-GGC-AuNPs o NLS-RGD-AuNPs se realizó por la reacción 

espontánea de grupos tiol (de la Cys) de cada uno de los péptidos con la superficie de 

las AuNPs. De forma general se mezclaron los péptidos y las AuNPs en una relación 

molar 5000:1 (péptido: nanopartícula), mezclando a temperatura ambiente de 5 min a 

1 h para completar el reemplazo del citrato estabilizador de las AuNPs por los grupos 

tiol- de los péptidos. El conjugado DOTA-GGC-AuNPs se purificó por cromatografía 

de exclusión molecular y ultracentrifugación. 
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6.3.5.  Síntesis del Aptámero  

 

El aptámero anti angiogénico se sintetizó con el apoyo de la empresa Iba-Solutions en 

Alemania bajo las siguientes características: 

 

Estable en fluidos biológicos, análogo al pegaptanib pero tiolado, con secuencia RNA, 

(2’-deoxy-2’-fluoro)C-Gm-Gm-A-A-(2’-deoxy-2’-fluoro)U-(2’-deoxy-2’-fluoro)C-Am-

Gm-(2’-deoxy-2’-fluoro)U-Gm-Am-Am-(2’-deoxy-2’-fluoro)U-Gm-(2’-deoxy-2’-

fluoro)C-(2’-deoxy-2’-fluoro)U-(2’-deoxy-2’-fluoro)U-Am-(2’-deoxy-2’-fluoro)U-Am-

(2’-deoxy-2’-fluoro)-U-Am-(2’-deoxy-2’-fluoro)C-Am-(2’-deoxy-2’-fluoro)U-(2’-deoxy-

2’-fluoro)C-(2’-deoxy-2’-fluoro)C-Gm-(3’→3’)-dT, 5-(phosphoonoxy)pentyl 

 

6.3.6.  Preparación de la conjugación DOTA-GGC-AuNP-NLS-RGD-Aptámero 
y caracterización fisicoquímica.  

 

Se sintetizaron nanopartículas de 20 por termoreducción y se utilizó como agente 

estabilizante el aptámero pegaptanib obtenido comercialmente (Macugen, Pfizer) 

para quedar funcionalizado a través del grupo tiol a la superficie de la nanopartícula. 

El conjugado se purificó por cromatografía de exclusión molecular y 

ultracentrifugación. La caracterización química se hizo por TEM, XPS, UV-Vis, IR y se 

determinó la distribución del tamaño de nanopartícula y potencial Z por DLS. 

 

Se establecieron las condiciones de reacción necesarias para la funcionalización 

estequiometrica del aptámero y el péptido a la nanopartícula, se estudiaron sus 

propiedades fisicoquímicas, en particular las propiedades plasmónico-fluorescentes 

del conjugado DOTA-GGC -AuNPs- NLS-RGD-Aptámero 
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Espectroscopia UV-vis.  

 

 Se identifico la estabilidad de la suspensión: DOTA-GGC-AuNPs-NLS-RGD-

Aptámero por medio de espectroscopia UV-vis.  

 

 Se determinaron el número de moléculas de péptidos por nanopartícula 

utilizando técnicas UV-vis.  

  

Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (IR-FT).  

 

 Se identificó la sustitución del citrato en la superficie de las AuNPs por el 

DOTA-GGC, NLS-RGD y Aptámero usando espectroscopia infrarroja con 

transformada de Fourier (FTIR).  

  

Microscópica de transmisión electrónica (TEM).  

 

 Se evaluó el tamaño y distribución de las nanopartículas formadas, por medio 

de microscópica de transmisión electrónica (TEM). 

 

6.3.7. Radiomarcado del sistema AuNPs-Aptámero-NLS-RGD con la 

conjugación 177Lu-DOTA-GGC  

 

La adición de 177Lu-DOTA-GGC permitió obtener el conjugado radiomarcado a 

través de los grupos tiol—previamente sintetizado y caracterizado en nuestro 

laboratorio—utilizando un diseño factorial experimental ANOVA y la pureza 

radioquímica como variable dependiente. 

 

 Se optimizaron las condiciones de radiomarcado, pH de reacción, temperatura, 

relaciones molares de reactantes, efecto de la concentración de soluciones 

amortiguadoras usadas.  



Abraham González Ruiz                                                                                           Materiales y Métodos 

47 
 

Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD 

conjugado con nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

 Se purificó el sistema, por medio de cromatografía de exclusión de tamaño. 

6.3.8.  Evaluación de la pureza radioquímica del sistema Multifuncional 177Lu-

AuNP-NLS-RGD-Aptámero-anti-VEGF por radiocromatografía en capa 

fina y de exclusión molecular. 

 

 Se determinó la pureza radioquímica del complejo utilizando cromatografía de 

capa fina (ITLC-SG). 

 

 Se purificó el sistema, por medio de cromatografía de exclusión molecular 

(radio-HPLC). 

 

 Se determinó la estabilidad del conjugado 177Lu-DOTA-AuNP-NLS-RGD-

Aptámero en suero humano a diferentes tiempos mediante un análisis por 

HPLC de exclusión molecular.  

 

6.3.9.  Afinidad del compuesto 177Lu-DOTA-GGC -AuNP- NLS-RGD-
Aptámero 

 

Se determinó la afinidad por ensayos de competencia en microplaca del 177Lu-DOTA-

AuNPs-RGD-Aptámero a las proteínas VEGF e integrina (V)(3). 

 

6.3.10.  Evaluación de la captación específica y afinidad in vitro del sistema 

177Lu-DOTA-GGC-AuNP-NLS-RGD-Aptámero en células C6  

 

Líneas celulares 

 

Se utilizaron las líneas celulares C6 y U87MG, obtenidas del ATCC (American Type 

Culture Collection) por el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición 

Salvador Zubirán y el Instituto Nacional de Cancerología cumpliendo con todas las 
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normas vigentes de bioseguridad para su adquisición. Las células fueron 

rutinariamente cultivadas a 37 °C, en una atmósfera al 5 % de dióxido de carbono 

(CO2) y 100 % de humedad, en medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI, Sigma-

Adrich Co) suplementado al 10 % con suero fetal bovino (FBS) y antibióticos (100 

µg/mL de estreptomicina) y levantadas de la caja de cultivo con 0.025 % de tripsina y 

0.01 % de HANK´s. El medio fue sustituido cada tercer día con 10 mL por caja de 

cultivo. 

 

Conteo Celular  

 

Para poder cuantificar el número de células por mililitro, las células fueron 

despegadas de la caja de cultivo utilizando 20 µL de tripsina y 2 mL de HANK´s y se 

dejaron incubar en la caja de cultivo por tres minutos a 37 °C con 5 % de CO2. Las 

células se centrifugaron a 1000 rpm durante 5 minutos. El botón obtenido se 

resuspendió y se realizó un conteo de células utilizando una cámara de Neubauer.  

 

Para realizar el conteo celular se tomaron 50 µl de la suspensión celular y se 

mezclaron con solución de azul de tripano (50 µl), posteriormente se colocó la mezcla 

en la cámara Neubauer, las células vivas se visualizaron en la cámara con un color 

brillante, mientras que las células muertas se visualizaron de color azul obscuro. La 

cámara está divida en cuatro cuadrantes C1, C2 C3, y C4 se contó la cantidad de células 

vivas en cada cuadrante: 

  

El cálculo de células vivas por mililitro de solución se realizó usando la siguiente 

ecuación:  

 

Donde 1 mm3 = 1 𝜇𝐿 y 100 𝜇𝐿 = 1mL, por lo que el número de células por mL está 

determinado por la siguiente relación: 
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6.3.11.  Ensayos de internalización y unión no específica del compuesto 177Lu-

DOTA-GGC-AuNPs- NLS-RGD-Aptámero  

 

Los estudios de unión a receptores son hechos para determinar la afinidad del 

radiofármaco por su molécula blanco. Estos ensayos son llevados a cabo en 

membranas celulares, membranas de tejido o en células intactas de tejido. Los dos 

principales tipos de experimentos de unión son los estudios de saturación y de 

competencia.  Las células C6 provistas en medio fresco, fueron incubadas con el 

radiofármaco. Después de la preincubación, las células se lavaron 3 veces con medio 

de cultivo frío (4 °C). Entonces se adicionó a las cajas más medio de cultivo a 

temperatura ambiente y se incubaron por triplicado a 37 °C durante 2, 4, 6 y 24 h. El 

radioligante se eliminó de la superficie de las células con dos lavados ácidos (glicina 

50 mMHCl/100 mMNaCl, pH 2.8) a temperatura ambiente. Los resultados fueron 

expresados como porcentaje de la actividad total captada. 

 

6.3.12.  Cinética de Internalización celular del compuesto 177Lu-DOTA-GGC-

AuNP- NLS-RGD-Aptámero 

 

La cinética de internalización celular in vitro del sistema multifuncional 177Lu-DOTA-

GGC-AuNP-NLS-RGD-Aptámero en células C6 fue realizado cuantificando la 

actividad retenida en citoplasma y núcleo a diferentes tiempos, a fin de obtener las 

curvas del coeficiente de actividad integrada en el tiempo (�̃�ℎ) y determinar el 

número total de desintegraciones en la superficie y citoplasma de célula utilizando el 

código OLINDA/EXM (Stabin MG, 2005). 

 

6.3.13. Evaluación in vitro del efecto térmico producido por el sistema 177Lu-

DOTA-GGC-AuNP-NLS-RGD-Aptámero en células U87MG  
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El efecto térmico se produjo a partir de la irradiación de las AuNP con láser para 

causar el efecto SPR de las nanopartículas.  

Preparación de las células para Irradiación Láser  

 

Las células fueron cultivadas en medio de cultivo fresco a 37 °C, en una atmósfera al 5 

% de dióxido de carbono (CO2) y 100% de humedad, se removieron las células y se 

realizó el conteo celular en cámara Neubauer. Se sembraron 1x103 células en cada 

pozo de una placa de 96 pozos y se colocó la cantidad necesaria de medio de cultivo 

para que el volumen final en el pozo sea 200 µL.  

 

La placa se mantuvo a 37 °C, en una atmósfera al 5 % de dióxido de carbono (CO2) y 

100 % de humedad durante 24 horas. Posteriormente se retiró el medio de cultivo y la 

placa se colocó en un baño seco a 37 °C. 

 

Las células fueron expuestas a uno de los siguientes tratamientos (n = 6):  

 

a) 100 µL de AuNPs y 100 µL de PBS a pH 7  

b) 100 µL de DOTA-GGC-AuNPs-NLS-RGD y 100 µL de PBS a pH 7  

c) 100 µL de agua destilada (sin nanopartículas) y 100 µL de PBS a pH 7  

d) Grupo control (sin tratamiento)  

 

Por motivos de comparación entre los tratamientos se realizó un experimento de 

calentamiento en placa, en donde la placa de 96 pozos fue calentada a 46 °C durante 6 

minutos, este último experimento es considerado como el tratamiento e). 

 

Se utilizó un láser pulsado Nd: YAG, llamado así por su acrónico en inglés 

neodymium-doped yttrium aluminium garnet (Minilite, Continuum, Photonic 

Solutions, Edinburgh, U.K.). Con las siguientes características: 

 Duración de pulso: 5 ns.  
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 Longitud de onda usada: 532 

nm.  

 Energía por pulso: 25 mJ.  

 Tasa de repetición del pulso: 10 

Hz.

Arreglo Experimental de la Irradiación con Láser 

 

Se usó un arreglo de lente divergente para dirigir la trayectoria del haz de tal manera 

que el fondo circular del pozo de cultivo sea cubierto completamente por el haz 

(diámetro = 7 mm, área = 0.38 cm2) (Figura 12). La irradiancia en cada pozo se calculó 

como la potencia de láser por pulso divido en el área 0.65 W/cm2 de irradiancia 

promedio. Los tratamientos siguientes fueron irradiaron durante 6 minutos:   

 

a) 100 µL de AuNPs y 100 µL de PBS a pH 7  

b) 100 µL de DOTA-GGC-AuNPs-NLS-RGD y 100 µL de PBS a pH 7  

c) 100 µL de agua destilada (sin nanopartículas) y 100 µL de PBS a pH 7  

 

Después de la irradiación con el láser se retiraron los tratamientos y se colocó 200 µL 

de medio fresco de cultivo. 
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Figura 12. Arreglo láser para los experimentos.  
 

 Cuantificación del aumento de temperatura durante la irradiación 

 

Durante la irradiación láser se colocó un termopar tipo K (modelo TP-01) de reacción 

inmediata y previamente calibrado (diámetro de la sonda=0.8 mm rango de 

temperatura -40 °C a +204 °C) dentro del pozo irradiando. 

 

Un termopar es un sensor de temperatura que consiste en dos conductores metálicos 

diferentes, unidos en un extremo, denominado junta caliente-frío que produce un 

voltaje que es función de la diferencia de temperatura entre uno de los extremos 

denominado "punto caliente" y el otro denominado ―punto frio". El voltaje 

producido en el termopar es transducido a temperatura por medio de una tarjeta 

Arduino que es un microcontrolador codificado para obtener la temperatura cada 

segundo y con salida USB que permite el registro y análisis de la temperatura cada 
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segundo en la computadora. La temperatura también se monitoreo en la placa 

calentada a 37 °C. 

 

Medición de viabilidad después de la irradiación láser  

 

El porcentaje de sobrevivencia celular se evaluó mediante la medición 

espectrofotométrica de la viabilidad celular en función de la actividad de la 

deshidrogenasa mitocondrial por la ruptura del anillo de tetrazolium (sodium 3´-[1-

[phenylaminocarbonyl]-3,4-tetrazolium]-bis[4-methoxy-6-nitro]benzene sulfonic acid 

hydrate), con el uso de un Kit de viabilidad celular XTT, en células viables para 

producir cristales de formazán de color naranja que es acidificado con isopropanol. 

  

Con este método se tiene una relación directa entre la señal colorimétrica y el número 

de células vivas y representa una técnica de cuantificación de viabilidad por la 

actividad metabólica. La absorbancia resultante de la solución de color naranja con 

este método es medida a 480 nm en un lector de microplacas.  

 

6.3.14.  Obtención de imágenes del compuesto 177Lu-DOTA-GGC -AuNP- 

NLS-RGD-Aptámero internalizado en células C6 con microscopio de 

fluorescencia 

 

Las células C6 fueron incubadas con 100 µl de 177Lu-DOTA-AuNPs-RGD-Aptámero 

y 100 µl de PBS bajo un pH 7 durante 2 horas. Después del tratamiento, las células 

fueron lavadas con 100 µl de PBS, fijadas con acetona y posteriormente lavadas con 

PBS. Posteriormente se les adicionó 250 µl (1 µg/ml) de Hoechst (Pigmento de DNA) 

y se incubaron durante un minuto, subsecuentemente se lavaron con PBS y se 

montaron para ser observadas en un microscopio de fluorescencia. Con un filtro de 

excitación de 330-385 nm y un filtro de emisión de 420 nm para visualizar el 
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pigmento Hoechst dentro de las células y un filtro de excitación de 530-550 nm y un 

filtro de 590 nm para detectar la fluorescencia de las AuNPs.  

 

6.3.15.  Obtención de la biodistribución del radiofármaco en ratones atímicos 

con tumores inducidos con células U87MG  

 

La inducción de tumores y la biodistribución se realizaron de acuerdo con las reglas y 

regulaciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999. Los desechos 

biológicos tanto animales como de las células de cáncer, se manejaron de acuerdo a la 

Norma Oficial Mexicana de Bioseguridad NOM-087-ECOL-SSA1-2002. 

 

Modelo Animal  

 

Los ratones atímicos (20-22g) fueron colocados en cajas estériles con camas de aserrín 

estéril, con temperatura, humedad y ruido constantes y periodos de luz de 12:12. El 

agua y la comida estándares fueron suministrados ad libitum (Comida estándar PMI 

5001). 

 

Inducción del tumor en ratones Atímicos  

 

Los tumores fueron inducidos en el lomo de ratones atímicos de entre 6 y 7 semanas 

de edad mediante inyección subcutánea de células U87MG resuspendidas en 0.2 mL 

de buffer de fosfato-salina. Los sitios de inyección se revisaron a intervalos regulares 

a fin de evaluar la formación del tumor y su progresión. 

 

Radiofarmacéutica y Biodistribución  

 

El radiofármaco se administró intratumoralmente. Los ratones (n = 4) se analizaron a 

los 30 min, 1, 3 24, 48, 72 y 96 h post-inyección.  Al final del análisis los ratones se 
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sacrificaron y por disección se extirparon el corazón, bazo, páncreas y los riñones, así 

como muestras de tumor, pulmones, hígado, sangre, intestinos y músculo. Los tejidos 

se enjuagaron en solución salina y se colocaron en tubos de plástico previamente 

pesados. La actividad en los tejidos extraídos se cuantificó en un detector de centelleo 

sólido (Canberra) junto con seis alícuotas de 0.5 mL que representan la dilución de un 

estándar correspondiente al 100 % de la actividad inyectada. Las actividades 

promedio fueron usadas para obtener el porcentaje de actividad inyectada por gramo 

de tejido (% IA/g.)  

 

Para evaluar la captación no específica en los tumores u órganos positivos a los 

receptores se realizaron estudios de biodistribución en paralelo, pero utilizando 

animales a los que previamente (30 min) se les había administrado vía intraperitoneal 

el grupo de receptores bloqueadores (n=4). Se determinó el tiempo de residencia 

promedio en el tumor y órganos fuente, así como la cinética de eliminación. 

 

 Obtención de los modelos biocinéticos y cálculo de la dosis absorbida de radiación en los 

tumores inducidos con células U87MG y órganos de interés en los ratones atímicos. 

 

La dosis absorbida por unidad de coeficiente integrado en el tiempo (S) dado por el 

nanoconjugado en las regiones blanco (corazón, pulmón, hígado, páncreas, bazo, 

riñón, intestino, musculo, hueso y tumor) fue calculada a partir de una simulación 

teórica-computacional donde el modelo geométrico simulado fue el sistema biológico 

de un ratón. Matemáticamente S se expresa como se muestra en la ecuación 3:  

 

                                                        (3) 
 
Donde 𝛿𝑖  es la energía promedio emitida de la región fuente, 𝜑𝑖 es la fracción de 

energía emitida de la región fuente que es absorbida en la región blanco y m es la  

masa de la región blanco.  
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Con el uso de los modelos biocinéticos (curvas de actividad vs tiempo) se determinó 

el número total de desintegraciones en las regiones y órganos blanco obtenidos en el 

objetivo anterior y se calculó el coeficiente de actividad integrado en el tiempo (�̃�ℎ) en 

los órganos blanco y tumor. Mediante la metodología MIRD se calculó teóricamente 

la dosis absorbida (D= �̃�ℎ * S donde D, se define como la cantidad de energía 

depositada por la radiación en una unidad de masa, con unidades J/ kg) en las 

regiones blanco, usando la dosis absorbida por unidad de coeficiente de actividad 

integrado en el tiempo (S) calculado en cada región.  

 

 Obtención de imágenes moleculares in vivo, modelo biocinético y cálculo de dosis absorbida.  

 

Se obtuvieron imágenes en ratones atímicos de tumores inducidos, a los 5 y 30 min, 1, 

3, 24, 48 y 72 h después de la administración de 177Lu-DOTA-AuNP-RGD-Aptámero 

utilizando el sistema de imagen preclínica óptica in vivo Xtreme y en un 

microSPECT/PET/CT (imagen nuclear) a fin de obtener los modelos biocinéticos en 

los diferentes órganos fuente necesarios para calcular la dosis de radiación absorbida 

utilizando la metodología MIRD.  

6.3.16. Evaluación de la eficacia terapéutica del nanosistema  

 

Se trataron ratones con tumores inducidos a diferentes actividades del radiofármaco 

utilizando grupos control (ej. sistema sin nanopartícula) y grupos sin tratamiento. 

Para la evaluación terapéutica del radiofármaco se determinó la inhibición del 

crecimiento tumoral mediante la medición de su volumen después de los 

tratamientos utilizando el equipo de imagen preclínica Xtreme (imagen de rayos X en 

3D), y de manera teórica se calculó el tamaño del tumor con la fórmula: V= π/6 * (L) x 

(a2); (donde L= diámetro mayor y a= diámetro menor).  
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A otro grupo de ratones con los tumores inducidos antes mencionados, se les 

administró intratumoralmente el radiofármaco y se irradió la región del tumor con un 

láser (Nd:YAG, pulsado por 5 ns a 532 nm,10 Hz, 6 min para producir 0.65W/cm2). Se 

les dio seguimiento evaluando la actividad tumoral por imagen Cerenkov con 18FDG 

a 1, 2, 3, 5 y 7 días después del tratamiento. La toxicidad sistémica del tratamiento se 

realizó mediante monitoreo semanal del peso corporal de los animales. La toxicidad 

renal se determinó midiendo la creatinina sérica, proteínas totales, BUN (nitrógeno 

ureico) y ácido úrico como pruebas de función renal después de los tratamientos. 

 

6.4. VARIABLES  

6.4.1. Independientes 

 177Lu-DOTA-GGC-AuNP-NLS-RGD-Aptámero 

6.4.2.  Dependientes 

 Dosis de radiación.  

 Efecto fototérmico producido. 

 Efecto antiangiogénico. 

6.4.3.  Intervinientes 

 Pureza radioquímica.  

 Proliferación celular.  

 Captación.  

 Retención.  

 Afinidad al VEGF165 

 Afinidad a los receptores de las integrinas α(v)β(3) y α(v)β(5) 

 Depuración biológica del nanosistema. 
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Variable Definición conceptual 
Definición 
operativa 

Tipo de 
variable 

Escala de 
medición 

Análisis 
estadísticos 

Radiofármaco 

Toda aquella sustancia que contiene un 
átomo radiactivo en su estructura y que, 
por su forma farmacéutica, cantidad y 

calidad de radiación puede ser 
administrada en humanos para fines de 

diagnóstico y terapia. 

 
a) HPLC 
b) ITLC 

c) Ultrafiltración 
 

Cuantitativa Razón = Rf/Total Anova 

Dosis absorbida en 
comportamiento 

celulares 

Es la energía depositada por las PI en una 
región blanco con masa conocida. 

Metodología MIRD 
celular 

Cuantitativa [Gy] 
Anova de tres 

vías 

Dosis absorbida en 
ratón 

Es la energía depositada por las PI en una 
región blanco con masa conocida. 

Metodología MIRD 
celular 

Cuantitativa [Gy] 
Anova de tres 

vías 

Efecto térmico 
producido 

Cantidad de calor producido por la 
nanopartícula de oro al ser irradiada con 
un láser de longitud de onda cercana a la 

resonancia del plasmón de superficie. 

Termopar Cuantitativa [°C] 
Anova de tres 

vías 

Efecto 
Antiangiogénico del 

radiofármaco 
Creación de nuevos vasos sanguíneos Neovasculatura Cuantitativa ----- T de student 
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6.5.  IMPLICACIONES BIOÉTICAS 
 

Este estudio no involucra seres humanos ya que es una investigación del área de 

ciencias básicas.  

 

En lo referente a la producción, manejo, almacenamiento o transporte de fuentes de 

radiación, se sigue la norma de seguridad e higiene vigente: NOM-012-STPS-1999. La 

clasificación de los desechos radioactivos se realiza bajo la norma: NOM-004-NUCL-

1994 y se acatan todas las indicaciones y requerimientos para instalaciones de 

tratamiento y acondicionamiento de desechos radiactivos que se encuentran 

estipulados en la NOM-36-NUCL-2001. Por otro lado, los estudios de inducción de 

tumores y de biodistribución en los ratones atímicos se realizaron de acuerdo con las 

reglas y regulaciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999.  

 

Los desechos biológicos provenientes de los ratones y de las células de cáncer C6 y 

U87MG, se manejaron de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana de Bioseguridad 

NOM-087-ECOL-SSA1-2002. 

 

6.6.  RECOLECCIÓN DE DATOS 

 

La recolección de los datos para la caracterización de los péptidos por sí solos y los 

conjugados a las nanopartículas de oro se realizó con 20 barridos aproximadamente 

de cada una de las técnicas espectroscópicas.  

 

Para los estudios de captación específica y afinidad in vitro del sistema 177Lu-DOTA-

GGC-AuNP-RGD-NLS-Aptámero en células de cáncer glioblastoma (C6) que 

sobreexpresan las integrinas α (v) β (3), α(v)β(5), y el factor VEGF, la recolección de 

los datos se realizó de forma directa cuantificando la actividad de las muestras en un 

detector de centelleo tipo-pozo.  
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La recolección de datos del aumento de la temperatura en las células C6 se obtuvo de 

forma indirecta mediante la medición del voltaje producido por un termopar, ya que 

el voltaje es función directa de la temperatura.  

 

En el caso de la cuantificación de la viabilidad celular la recolección de los datos se 

realizó mediante la medición espectrofotométrica de la viabilidad celular en función 

de la actividad de la deshidrogenasa mitocondrial, con el uso del Kit de viabilidad 

celular XTT, en donde se cuantifica la absorbancia producida por las muestras, y está 

directamente relacionada con la cantidad de células vivas.  

 

En los estudios de biodistribución en los ratones la recolección de datos se realizó de 

forma directa mediante la medición de la actividad en los órganos de interés en un 

detector de centelleo tipo-pozo. Para la obtención de los modelos biocinéticos y la 

dosis absorbida de radiación en los ratones la recolección de los datos se realizó 

mediante una aproximación teórica a partir de los datos de biodistribución. La 

adquisición de imágenes se realizó mediante el equipo preclínico multimodal Xtreme. 

 

6.7.  ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 

 

 En los estudios de pureza radioquímica se aplicó un análisis por ANOVA.  

 El análisis aplicado para la comparación entre grupos control y tratamientos en 

los estudios tanto in vitro como in vivo se empleó un análisis estadístico de t- 

student o ANOVA de tres vías según sea el caso con un grado de significancia 

p < 0.05.  
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7. RESULTADOS 

7.1.  ARTÍCULO PUBLICADO  
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7.1.1.  Synthesis and in vitro evaluation of an antiangiogenic cancer specific 
dual-targeting 177Lu-Au-nanoradiopharmaceutical  
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7.1.2.  Apartados en el Artículo   

 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

64 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

65 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

66 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

67 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

68 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

69 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

70 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

71 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

72 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

73 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

74 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

75 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

76 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

77 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

78 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

79 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

80 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

81 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

82 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

83 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

84 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

85 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

86 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

87 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

88 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

89 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

90 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

91 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

92 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

93 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

94 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

95 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

96 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

97 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

98 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

99 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

7.2. SEGUNDO ARTÍCULO PUBLICADO 



Abraham González Ruiz                                                                                                            Resultados 

100 
 Desarrollo de un radiofármaco teranóstico basado en aptámeros anti-VEGF y péptidos NLS-RGD conjugado con 

nanopartículas de oro y radiomarcado con lu-177. 

7.2.1.  In vitro and in vivo synergistic effect of radiotherapy and plasmonic 

photothermal therapy on the viability of cancer cells using 177Lu-Au-

NLS-RGD-Aptamer nanoparticles under laser irradiation 
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7.2.2.  Apartados del artículo  
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8.  DISCUSIÓN GENERAL 
 

Se demostró la funcionalización de las AuNPs con el péptido RGD, el péptido de 

internalización nuclear (NLS) y el aptámero análogo al Pegaptanib. Los análisis de 

espectroscopia IR-MIR, IR-FAR y RAMAN mostraron bandas características de 

interacción Au-S previamente reportadas(Zong et al., 2017), en las diferentes regiones 

de estudio (MIR: 668 cm-1, 719 cm-1, FAR: 149 cm-1 y RAMAN: 260, 274, 287 y 301 cm-

1). El análisis de los espectros revela que el principal modo de interacción entre la 

AuNP y las moléculas fue la reacción espontánea de la superficie de la AuNP con un 

tiol (cisteína) o una amina primaria N-terminal de las moléculas. El grupo tiol 

estabiliza la AuNP formando un modelo químico conocido como “grapa”, es decir, 

dos grupos tiol interaccionando con tres átomos de oro (Jiménez-Mancilla et al., 2013). 

Los resultados encontrados concuerdan con nanoradiofármacos basados en AuNPs 

previamente sintetizados(Ferro-flores et al., 2015; J. Kimling et al., 2006; Morales-Avila 

et al., 2011).  

 

El análisis de imágenes TEM de las AuNP muestran un diámetro medio de 21 nm  

0.104. Debido a la conjugación de las moléculas: aptámero, NLS-RGD y DOTA-GGC a 

la superficie de la AuNP se observa un "halo" alrededor de la nanopartícula. Este 

fenómeno se atribuye a que las moléculas funcionalizadas presentan una baja 

densidad electrónica; provocando una interacción menor con el haz de electrones del 

TEM (contraste en la imagen). El diámetro hidrodinámico medio determinado por 

DLS para AuNP y AuNP-nanosistema fue de 24.70 ± 0.07 nm y 29.99 ± 1.90 nm 

respectivamente. El incremento en el diámetro hidrodinámico confirma la 

conjugación de las moléculas NLS-RGD, DOTA-GGC y el aptámero a la superficie de 

la AuNP. Asimismo, el AuNP-nanosistema mostró un incremento en la estabilidad 

coloidal en los resultados del potencial Z (AuNP =- 59 ± 2.7 mV y AuNP-nanosistema 

= -74 ± 4.8 mV), resultados similares fueron reportados por Luna-Gutiérrez y 

Mancilla-Jiménez (Jiménez-Mancilla et al., 2013; Luna-Gutiérrez et al., 2013). 
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El espectro Uv-vis de las AuNPs mostró el fenómeno de resonancia de plasmón de 

superficie característica a 519.2 nm. Se observó un cambio de color rojo a 519.5, 519.8, 

521.3 y 522.3 nm en los espectros del DOTA--GGC-AuNP, DOTA-GGC-AuNP-

Aptámero, DOTA-GGC-AuNP-NLS-RGD, DOTA-GGC-AuNP-NLS-RGD-Aptámero 

respectivamente. En los conjugados de AuNP se puede observar una disminución en 

la intensidad del pico de resonancia plasmónica de superficie, debido a cambios en el 

índice de refracción y medio dieléctrico (Vilchis-Juárez et al., 2014). 

 

Posteriormente a la caracterización de las AuNPs funcionalizadas con los péptidos se 

obtuvo exitosamente el sistema multimérico 177Lu-DOTA-GGC-AuNP-NLS-RGD-

Aptámero. El complejo purificado por exclusión molecular presenta una pureza 

mayor al 95 % en los análisis por cromatografía de exclusión molecular y 

ultrafiltración.  

  

Por otro lado, los ensayos in vitro mostraron que el sistema 177Lu-AuNP-NLS-RGD-

Aptámero es estable en suero humano durante 24 h (pureza radioquímica: 99 ± 1%). 

La resonancia de plasmón de superficie de 522.3 nm característica del AuNP-

nanosistema, se mantuvo estable, pero ligeramente desplazado hacía el azul (521.9 

nm) como consecuencia de las interacciones de proteínas (Eder et al., 2014). 

 

Como se ha reportado previamente el ciclo RGD tiene afinidad por la integrina α (v) 

β (3) [20, 32]. El sistema funcionalizado 177Lu-AuNP-NLS-RGD-Aptámero mostró que 

la concentración del péptido RGD para desplazar el 50% del 177Lu-AuNP-NLS -RGD-

Aptámero del receptor fue de 4.41nM ± 0.4nM (IC50) por lo que se puede concluir que 

el sistema presenta alto afinidad por la integrina α (v) β (3). La afinidad del 177Lu-

AuNP-NLS-RGD-Aptámero es congruente con similares resultados de afinidad en 

sistemas coloidales basados en AuNP-RGD y radiomarcados con 177Lu (Luna-

Gutiérrez et al., 2013; Xiang et al., 2015). 
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Mediante el ensayo de formación de tubos en células endoteliales (EA.hy926) se comprobó 

que cada uno de los nanosistemas DOTA-GGC-AuNP, DOTA-GGC-AuNPs-NLS-

RGD o DOTA-GGC-AuNP-Aptámero regulan de forma negativa y con diferente 

intensidad los pasos clave del proceso de angiogénesis. El tratamiento con DOTA-

AuNP- disminuye la migración y reorganización de las células, deteniendo el proceso 

de formación de túbulos. Se ha reportado que las nanopartículas de oro (AuNP) 

bloquean la interacción VEGF165/VEGFR2 por lo que presentan propiedades 

antiangiogénicas (Lee et al., 2005; Morales-Avila et al., 2011).  

 

Las células expuestas a AuNP conjugadas con NLS-RGD reducen significativamente 

la adhesión celular y evitan completamente la habilidad de las células endoteliales 

para formar túbulos incluso ante la presencia de factores proangiogénicos. Está 

respuesta es debida al efecto de bloqueo que tiene el RGD con la integrina α(v)β(3) la 

cual juega un papel clave en la adhesión celular.  

 

La conjugación DOTA-AuNP-aptámero (pegaptanib) actúa directamente en la 

inhibición del VEGF lo que incrementa el efecto antiangiogénico de las 

nanopartículas. El aptámero liga e inhibe con alta afinidad al VEGF165, dicha isoforma 

está ampliamente ligada con el proceso de angiogénesis(Ng et al., 2006).  

 

El Sistema completo DOTA-AuNP-NLS-RGD-Aptámero, inhibe la formación de 

túbulos completamente. Bajo estas condiciones se inhibe la adhesión celular, 

migración y protución. La conjugación del aptámero y el péptido NLS-RGD en la 

misma molécula muestran un efecto sinérgico antiangiogénico. El efecto sinérgico de 

las moléculas NLS-RGD y aptámero en el sistema completo es capaz de bloquear con 

alta afinidad y especificidad el VEGF y las integrinas a(v)β(3) interfiriendo con el 

proceso de formación de túbulos.  
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Por otra parte, la molécula 177LuNP-NLS-RGD-Aptámero tienen una mayor captación 

e internalización que la de la molécula inespecífica 177Lu-NP y el resto de los 

tratamientos (p<0.05). La acumulación no específica 177Lu-NP en células de 

glioblastoma C6 está relacionada con el mecanismo de captación pasiva NP (Dykman 

& Khlebtsov, 2014). El 177Lu-NP-NLS-RGD-Aptámero internalizado en núcleos 

celulares también demostró una entrada nuclear específica debido a la acción del 

péptido de internalización nuclear.  

 

Dado que la línea celular C6 sobreexpresa la integrina α (v) β (3), la absorción e 

internalización de las moléculas NLS-RGD fue la esperada. Esto está de acuerdo con 

los trabajos anteriores en los que se ha informado de la afinidad de RGD con la 

integrina α (v) β (3) y las propiedades de internalización del NLS (Haubner & 

Decristoforo, 2009). 

 

A primera vista, es difícil comprender el efecto de absorción e internalización del 

aptámero, porque la molécula del aptámero está cargada negativamente al igual que 

la membrana celular. Sin embargo se han informado diferentes vías endocíticas 

tomadas por AuNPs funcionalizadas con aptámeros (Zhang, Liu, Liu, Zhang, & Tan, 

2013). Dichos sistemas exhiben buenas propiedades de captación celular. Además, se 

ha informado que la captación e internalización celular del AuNP-aptámero es mayor 

que la de las AuNPs sin funcionalizar (Yeom et al., 2017).  

 

El nanosistema 177Lu-AuNP-NLS-RGD-Aptámero internalizado presenta una mayor 

fluorescencia que el resto de los tratamientos, lo que indica una mayor internalización 

de AuNPs en las células C6 (efecto sinérgico del NLS-RGD y aptámero). Esto 

concuerda con el resultado de la captación e internalización descrita anteriormente. 

La fluorescencia presente en los sistemas coloidales 177Lu-AuNP-NLS-RGD, 177Lu-

AuNP-Aptámero y 177Lu-AuNP-NLS-RGD-aptámero, una vez internalizados en las 
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células C6, puede atribuirse al fenómeno de emisión inducida por 

agregación(Goswami et al., 2016; C. Zhou, Yang, Liu, Yu, & Zheng, 2013).  

 

Posteriormente el análisis de imágenes TEM del AuNP-nanosistema después de la 

irradiación láser demostró que existe una reducción en el diámetro medio de las 

AuNPs irradiadas. La reducción en diámetro de las AuNPs puede explicarse a través 

del proceso múltiple (excitación multifotónica, proceso fotoeléctrico y emisión 

termoiónica) que tiene lugar bajo las condiciones actuales de irradiación (Hashimoto 

et al., 2012). Investigaciones han reportado la reducción del diámetro de las AuNPs 

tras un proceso de irradiación láser.  

 

Asimismo, se observó un desplazamiento de la banda de SPR hacia el azul (518,2 nm) 

debido a que la irradiación con láser conduce a una reordenación estérica molecular 

en la superficie de las AuNPs. El incremento en el parámetro de agregación del 

nanosistema AuNP sugiere una aglomeración de AuNP posiblemente debido a 

interacciones entre partículas reducidas como resultado del acoplamiento 

electromagnético entre las nanopartículas. 

 

Por otra parte, la temperatura máxima alcanzada por los AuNP-nanosistemas bajo 

irradiación con y sin células fue de ~ 42,5 ° C. El calor de las AuNPs generado por el 

fenómeno SPR se libera de manera radiativa al medio circundante, lo que provoca un 

aumento de la temperatura en cada muestra. Las muestras control no mostraron un 

aumento significativo de la temperatura (Jiménez-Mancilla et al., 2013). 

 

Las células cultivadas sobre la placa, expuestas a las condiciones de irradiación 

descritas anteriormente y sin otro tipo de estimulación (control negativo) retienen su 

viabilidad celular. Sin embargo, los cultivos estimulados con los AuNP-nanosistemas 

y bajo irradiación indujeron una pérdida significativa de la viabilidad celular. El 

sistema 177Lu-DOTA-AuNP-NLS-RGD-aptámero entrega de forma específica el calor 
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producido cerca del núcleo celular causando un mayor daño y pérdida en la 

viabilidad de las muestras en comparación con el resto de los tratamientos. 

 

Por otro lado, en el ensayo de proliferación en células C6, el 177Lu-AuNP-NLS-RGD-

Aptámero presenta mayor captación e internalización que el resto de los tratamientos 

y por lo tanto se deposita una mayor dosis en las células (emisión de partículas β → 

177Lu). Estudios previos han reportado el efecto terapéutico de radiofármacos 

marcados con 177Lu y basado en AuNPs (Vilchis-Juárez et al., 2014). 

  

Finalmente, los ratones con tumores inducidos que fueron inyectados con DOTA-

AuNP-NLS-RGD-Aptámero e irradiados con láser, presentan un arresto en el 

crecimiento del tumor durante las primeras 120 h posteriores al tratamiento, en 

comparación con el resto de los tratamientos. El sistema completo presenta mayor 

captación e internalización. Por lo tanto, el calor producido por efecto fototérmico 

plasmónico del sistema completo es entregado de forma localizada en el núcleo 

celular causando mayor daño en las células tumorales. Sin embargo, posterior a 120 h 

el tumor continúa su crecimiento de forma normal, lo que abre la posibilidad de 

modificar el plan de tratamiento.  
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9.  CONCLUSIONES GENERALES  
 

1. A través de análisis espectroscópicos (IR, UV-Vis, Raman), microscopia de 

trasmisión electrónica (TEM) y cálculo de tamaño de partícula por dispersión 

de luz (DLS) se demostró la funcionalización de las AuNPs con las moléculas 

NLS-RGD, DOTA-GGC y aptámero. La principal forma de interacción entre 

las AuNPs y las moléculas de estudio es mediante reacción instantánea de los 

grupos tiol (sulfuros) formando un enlace Au-S.  

 

2. El sistema multimérico de AuNP (DOTA-GGC-AuNP-NLS-RGD-Aptámero) se 

marcó exitosamente con 177Lu con una alta pureza radioquímica de los 

nanoconjugados (>95%) sin necesidad de algún tipo de purificación posterior.  

 

3. El conjugado 177Lu-DOTA-GGC-AuNP-NLS-RGD-Aptámero es estable en 

suero humano y presenta un reconocimiento molecular específico por la 

integrina α (v) β (3) y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). 

Asimismo, presenta potencial como agente antiangiogénico (inhibición del 

proceso de formación de túbulos vasculares in vitro).  

 

4. El conjugado 177Lu-DOTA-GGC-AuNP-NLS-RGD-Aptámero presenta una 

captación e internalización celular mayor que los compuestos monoméricos y 

que las moléculas inespecíficas (in vitro). Asimismo, el sistema 177Lu-DOTA-

GGC-AuNP-NLS-RGD-Aptámero internalizado en las células de estudio, 

presenta propiedades de fluorescencia.   

 

5. El calor generado por el fenómeno de SPR, presente en el sistema 177Lu-DOTA-

GGC-AuNP-NLS-RGD-Aptámero es entregado de forma localizada en el las 

inmediaciones del núcleo celular de las células tratadas y es suficiente para 
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generar daño celular irreparable. Por lo tanto, el sistema 177Lu-DOTA-GGC-

AuNP-NLS-RGD-Aptámero presenta potencial in vitro e in vivo para terapia 

fototérmica plasmónica.   

 

6. El sistema 177Lu-DOTA-GGC-AuNP-NLS-RGD-Aptámero exhibe propiedades 

adecuadas para radioterapia molecular dirigida en tumores de glioma (C6) (In 

vitro). El depósito de energía dado por las emisiones β del 177Lu se da de forma 

localizada en la cercanía del ADN. Asimismo, las γ emitidas permiten la 

obtención de imagen molecular por efecto Cerenkov in vivo en ratones 

atímicos. 

 

7. El sistema 177Lu-DOTA-GGC-AuNP-NLS-RGD-Aptámero muestra aplicación 

potencial en el diagnóstico médico y tratamiento terapéutico de células 

cancerosas debido a su combinación única de propiedades antiangiogénicas, 

radiactivas, ópticas y termoablativas.   
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