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“La vida no es fácil, para ninguno de nosotros. Pero… ¡Qué importa! Hay que perseverar y, 

sobre todo, tener confianza en uno mismo. Hay que sentirse dotado para realizar alguna cosa y 

que esa cosa hay que alcanzarla, cueste lo que cueste” 

 

-Marie Curie- 
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Nanocápsulas de lipoproteínas de alta densidad marcadas con 177Lu y cargadas con 

doxorrubicina para terapia multimodal de tumores que sobreexpresan receptores SR-B1 

 

Resumen. 

La doxorrubicina (DOX) es uno de los medicamentos más eficaces para el tratamiento de neoplasias 

sólidas y hematológicas. Sin embargo, al igual que otros quimiofármacos, provoca efectos adversos 

en la mayoría de los pacientes debido a su baja especificidad por las células tumorales, lo que induce 

severa toxicidad en diferentes órganos, en particular el corazón. Una de las líneas actuales de 

investigación sobre el cáncer se enfoca en el desarrollo de nuevos productos terapéuticos, que 

interactúen a escala molecular o celular, para diagnosticar, prevenir y tratar la enfermedad. Muchos 

de estos productos, como las nanocápsulas, emplean terapias combinadas para generar una sinergia 

positiva mayor a la suma de los tratamientos separados, con menor toxicidad y mayor eficacia.  

 

Las células tumorales, tienen una alta demanda de colesterol y ésteres de colesterol para mantener la 

integridad y proliferación de la membrana celular, por lo que sobreexpresan el receptor SR-B1, 

encargado de internalizar el colesterol contenido en la lipoproteína de alta densidad (HDL) mediante 

el transporte inverso de colesterol.  

 

La presente tesis se centra en el desarrollo de nanocápsulas para el transporte de DOX basadas en 

HDL reconstituidas (rHDL) a partir de lípidos sintéticos. Similar a la HDL endógena, estas 

nanocápsulas de rHDL se dirigen de manera específica al receptor SR-B1 lo que permite disminuir 

los efectos secundarios de la DOX. Se decidió utilizar la capacidad de carga multimodal de la rHDL 

para preparar nanocápsulas de rHDL/DOX cargadas con lutecio-177 (177Lu). Este radionúclido emite 

radiación − y  por lo que además de su excelente efecto radiotóxico permite adquirir imágenes in 

vivo del sitio en que se acumula (radionúclido teranóstico). Como todo emisor − cuando el 177Lu se 

encuentra en un medio dieléctrico como el tejido, produce radiación Cerenkov (CR por sus siglas en 

inglés Cerenkov Radiation) capaz de fotosensibilizar la DOX. De esta forma, se puede utilizar 

también como fuente de luz en terapia fotodinámica (TFD) y obtener un sistema teranóstico 

multimodal quimioterapia-radioterapia-TFD cuyo sitio de acumulación se puede visualizar mediante 

imagen óptica o nuclear. 
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Los resultados obtenidos indican que las nanocápsulas de rHDL/DOX/177Lu tienen un gran potencial 

para aplicar terapia multimodal ya que mantienen el reconocimiento específico por los receptores SR-

B1 presentes en células tumorales, permiten disminuir la dosificación de DOX (lo que induce menor 

cardiotoxicidad), y muestran un efecto terapéutico superior a la aplicación de los tratamientos por 

separado. 

 

Palabras clave:  

Nanocápsulas, lipoproteínas de alta densidad reconstituidas (rHDL), receptor SR-B1, 177Lu, 

doxorrubicina, teranóstico, multimodal, radiotóxico, fotodinámico, cardiotoxicidad. 
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Introducción.  

1. Antecedentes 

1.1.  Lipoproteínas: Definición, función, estructura y clasificación. 

Las lipoproteínas plasmáticas, son complejos moleculares cuya función principal es el transporte de 

lípidos insolubles en el torrente sanguíneo. Están compuestas por un núcleo apolar en el que se hallan 

los elementos hidrofóbicos (ésteres de colesterol y triglicéridos) y una cubierta polar, en contacto con 

el medio acuoso circundante, que contiene apolipoproteínas, fosfolípidos y colesterol libre (Figura 1) 

(Lima et al., 2011). 

 

Figura 1. Estructura de una lipoproteína.(Modificada de Lehninger et al., 2008). 

 

Se han aislado 5 tipos de lipoproteínas plasmáticas, diferenciadas por su tamaño, densidad, 

composición proteica y lipídica: (1) Quilomicrones (QM); (2) Lipoproteínas de muy baja densidad 

(VLDL, del inglés Very Low Density Lipoprotein); (3) Lipoproteínas como remanentes de las VLD, 

identificadas como de densidad intermedia (IDL, del inglés Intermediate Density Lipoprotein); (4) 

Lipoproteínas de baja densidad (LDL, del inglés Low Density Lipoprotein) y (5) Lipoproteínas de 

alta densidad (HDL, del inglés High Density Lipoprotein). Estas últimas pueden tener subfracciones 

como  HDL2 y HDL3 (Murray et al., 2010; Sathyajith y Pharm, 2018). 
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1.2. Lipoproteínas de alta densidad (HDL): Origen y funciones. 

Entre las lipoproteínas plasmáticas, las HDL son las de menor tamaño (entre 5 y 12 nm) y mayor 

densidad (entre 1.063 y 1.121 g/mL) (Sathyajith y Pharm, 2018). Sus funciones son diversas, entre 

ellas (Rothblat y Phillips, 2010):  

 

a) Mantener la integridad de la célula endotelial y el fortalecimiento de mecanismos reparadores: 

Estimular la presencia y migración de células sanas al endotelio dañado. 

b) Antioxidante: Inhibe la oxidación de las LDL. 

c) Antiinflamatoria: Reduce la sobreexpresión de los receptores endoteliales. Mediante inducción de 

inflamación local de conejos, Nicholls et al. (2005) demostraron que una mezcla de rHDL y ApoA-I 

reducía la infiltración leucocitaria en la íntima arterial debido a la inhibición de la expresión endotelial 

de receptores como VCAM-1 e ICAM-1. 

d) Antiapoptótica: Inhibe los estímulos de LDL oxidadas y TNF-α sobre células endoteliales para 

producir apoptosis.  

e) Promoción de la función endotelial: Induce la expresión de la enzima eNOS, lo que reduce el estrés 

oxidativo endotelial, favorece la relajación arterial y las propiedades antioxidantes, antitrombóticas y 

antiinflamatorias. 

 

Cabe destacar que cualquier alteración en la estructura o composición de la HDL, produce cambios 

en su funcionalidad. Carnuta et al. (2017) identificaron HDL maduras disfuncionales en pacientes 

con enfermedades arteriales coronarias. Estos pacientes mostraban un aumento y sobreexpresión de 

mieloperoxidasa, ApoC-III, así como modificación oxidativa de ApoA-I. 

 

Una de las funciones principales de la HDL, es el llamado “Transporte Inverso de Colesterol” (Figura 

2) que consiste en la captación del colesterol excedente desde los tejidos periféricos y su traslado al 

hígado (hepatocito) para su eliminación, reciclaje o catabolismo a ácidos biliares (Lacko et al., 2015;  

März et al., 2017). 
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Figura 2. Transporte inverso de colesterol. La HDL capta el exceso de colesterol libre de los tejidos periféricos, lo 

esterifica en el plasma y lo transporta al hígado. El depósito e internalización del colesterol en el hepatocito para su 

posterior eliminación se produce a partir de su unión al receptor SR-B1 (1,2,3). Finalmente, la HDL vacía se libera por 

el receptor (4) y regresa al torrente sanguíneo para reiniciar el proceso (5) (Modificado de Lacko et al., 2015, basado en 

el artículo de Counsell y Pohland, 1982). 

 

La HDL se produce en el organismo a partir de la apoliproteína A-1 (ApoA-1). El hígado produce 

aproximadamente el 70% de la ApoA-1 y el intestino el 30% restante. La ApoA-1, principal proteína 

de HDL, está constituida por 243 aminoácidos (peso molecular 28 kDa). Su función radica en servir 

de estructura de andamiaje para lípidos y, además, proporciona la interacción con otras enzimas 

plasmáticas tales como mieloperoxidasa, LCAT, PON1 y CETP. Los principales componentes 

lipídicos de la HDL son fosfatidilcolina y esfingomielina (März et al., 2017). 

 

La ApoA-I es una proteína pobre en lípidos. Adquiere fosfolípidos y colesterol no esterificado gracias 

a la proteína transportadora ABCA1 presente en el hígado y el intestino. Cuando la ApoA-1 adquiere 

nuevos componentes, se origina una partícula discoidal denominada HDL naciente, también conocida 

como preβ-HDL (peso molecular 60-85 kDa) (Woudberg et al., 2018). El estado de la ApoA-I pobre 

en lípidos es compacto, plegado y sin una estructura terciaria bien definida. Cuando se une a los 

lípidos adopta una estructura más ordenada de α hélices. La capacidad de la ApoA-I para “encogerse” 

o “estirarse” y unir lípidos es crítica para la formación de la partícula preβ-HDL, así como también 

para la remodelación continua de la HDL madura durante su vida media (Carvajal Carvajal, 2019). 
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En el plasma la preβ-HDL forma partículas esféricas y de mayor tamaño denominadas HDL maduras; 

éstas son heterogéneas, pues tienen subfracciones (HDL3 y HDL2 ) de diferente densidad y tamaño 

que contienen entre dos y siete moléculas de ApoA-I (Woudberg et al., 2018), aunque el modelo más 

aceptado es que contiene dos moléculas de ApoA-1 alineadas de forma antiparalela y estabilizadas 

mediante enlaces iónicos. La maduración de la HDL se realiza mediante un proceso de lipidación, 

específicamente de colesterol, que se lleva a cabo por la enzima LCAT (del inglés “Lecithin-

Cholesterol Acyltransferase”) que esterifica el colesterol presente en la partícula naciente por la 

acción de la proteína transportadora ABCG1 y el receptor SR-B1 (Carvajal Carvajal, 2019). 

 

Estudios realizados por Rothblat y Phillips (2010) y respaldados por Farbstein y Levy (2012), señalan 

que existen preferencias de los receptores por su partícula blanco. ABCA1 acepta principalmente a 

la preβ-HDL, ABCG1 no tiene predilección entre HDL2 y HDL3, y SR-B1, al parecer, prefiere más 

la HDL2 que la HDL3. 

 

1.3. Receptor SR-B1: características y su sobreexpresión. 

El receptor SR-B1 (del inglés “Scavenger Receptor class B type 1”) pertenece a la superfamilia de 

receptores “scavenger”, formada por glucoproteínas integrales de membrana. Está compuesto por 

509 aminoácidos y tiene un peso molecular predicho de 56,9 kDa, aunque debido a modificaciones 

postraduccionales, se detecta generalmente como una proteína con peso molecular de 82-85 kDa 

(Acton et al., 1994). Tiene dos dominios intracelulares cortos en los extremos N- (aa 1-11) y C-

terminal (aa 462-509) de la proteína, así como dos dominios transmembrana (aa 12-32 y 441-461).  

 

La mayor parte del SR-B1 se encuentra extracelularmente como un ectodominio anfipático de hélice 

α, que es el responsable de su unión con la HDL madura (Connelly et al., 1999). Su gen codificante 

en humanos es el SCARB1. En los mamíferos el SR-B1 se expresa en muchos tejidos y tipos de 

células como intestino, células endoteliales, músculo liso, queratinocitos, adipocitos, placenta e 

incluso macrófagos (Shen et al., 2014).Su principal función radica en conectar la HDL y las células 

donde se expresa, particularmente en el hígado. A nivel de la membrana plasmática el receptor SR-

B1 capta a la HDL madura que contiene colesterol (libre o esterificado) y le facilita su “descarga” 

pasiva sin alterar sus componentes proteicos (Shen et al., 2018). Las partículas de HDL más grandes 

tienen mejor unión y mayor entrega selectiva de colesterol, lo que demuestra que las alteraciones en 



Hilda Angeline Quintos Meneses  UAEMéx 
 

~ 18 ~ 

 

la conformación de la superficie de HDL influyen en su capacidad para interactuar con el SR-B1. 

(Thuahnai et al., 2004). 

 

Se ha comprobado que el SR-B1 se sobreexpresa en diversas líneas celulares de cáncer (Li et al., 

2016). Un análisis cuantitativo de la reacción en cadena de la polimerasa realizado por Shahzad et al. 

(2011), comparó muestras de cáncer con muestras de tejidos normales, demostrando un aumento 

considerable de la expresión de SR-B1 en la mayoría de las muestras tumorales de cáncer de mama, 

ovario, colorrectal y pancreático. Tal resultado coincide con la idea de Rigotti et al. (2003), quienes 

habían señalado que la sobreexpresión del SR-B1 le permite a las células cancerosas reconocer a la 

HDL. Posteriormente, Schörghofer et al.( 2015) demostraron que la alta expresión de SR-B1 estaba 

asociada con el cáncer de próstata, y que el tiempo de supervivencia libre de enfermedad se reducía 

en pacientes con altos niveles intratumorales de SR-B1.  

 

Asimismo, se ha demostrado que la expresión anormal de SR-B1 está asociada con mayor riesgo, 

progresión y menor supervivencia en pacientes con cáncer de próstata y mama (Gutierrez-Pajares et 

al., 2016). Estudios realizados por Cao et al. (2004) y apoyados posteriormente por Yuan et al.( 2016) 

en pacientes con cáncer de mama, mostraron también que la sobreexpresión de SR-B1 está asociada 

con un mayor riesgo de cáncer de mama, mayor agresividad y tamaño del tumor, metástasis en los 

ganglios linfáticos y ausencia de receptores de estrógenos. Derivado de estos ejemplos, se ha 

considerado el uso potencial del SR-B1 como un biomarcador para el diagnóstico, así como para 

desarrollar inhibidores en condiciones específicas de cáncer (Zheng et al., 2013).  

 

SR-B1 puede promover la progresión tumoral a través de tres mecanismos diferentes: 

El primer mecanismo se basa en su papel directo como transportador de lípidos. Al aumentar el 

colesterol tumoral y el contenido de lípidos, contribuye a la nutrición y el crecimiento del tumor 

(Zhuang et al., 2005; Baranova et al., 2016). 

 

El segundo mecanismo se basa en la capacidad de SR-B1 para desencadenar una cascada de 

señalización intracelular que conduce a una mayor proliferación de células tumorales. En este sentido, 

la activación de la vía PI3K / AKT por los ligandos SR-B1 proporciona una señal de supervivencia 

esencial para las células tumorales (Baranova et al., 2016; Danilo et al., 2013). 
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Un tercer mecanismo de SR-B1 para promover el crecimiento tumoral es la inhibición de la 

inflamación aguda, debido a que ha sido implicado en varios procesos de apoptosis, sepsis, la unión 

e internalización de proteínas y patógenos endógenos y, en la mayoría de los casos, su vía de 

señalización está asociada con respuesta antiinflamatoria (Murphy et al., 2008; Umemoto et al., 

2013). En el estado estacionario, la interacción de HDL con SR-B1 inhibe la expresión de moléculas 

de adhesión en células endoteliales que activan la óxido nítrico sintasa  (Wei et al., 2019). Durante 

las infecciones, los microorganismos aprovechan esta actividad antiinflamatoria de SR-B1 usándola 

como correceptor en procesos de internalización multimolecular (Pfeiler et al., 2016; Vasquez et al., 

2017).  

 

1.4. Nanocápsulas y su aplicación en células tumorales. 

El cáncer es una de las principales causas de muerte y una barrera importante en la esperanza de vida 

a nivel mundial. Las estimaciones de incidencia y mortalidad de GLOBOCAN (2020) realizadas por 

la Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer, indican que en el año 2020 se produjeron 

19,3 millones de nuevos casos de cáncer y casi 10,0 millones de muertes por la enfermedad; se espera 

que para el año 2040 la incidencia mundial del cáncer sea de 30,2 millones de casos. 

 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) define al cáncer como una enfermedad caracterizada 

por un crecimiento y diseminación incontrolada de células que puede afectar a cualquier parte del 

organismo (metástasis); involucra una serie de interacciones como factores genéticos y factores 

externos (carcinógenos) de tipo físicos, químicos o biológicos (Floor et al., 2012). 

 

Se ha definido a la nanomedicina como una nueva disciplina médica, cuyo objetivo, según la 

organización “The European Science Foundation”, radica en el desarrollo de herramientas 

nanotecnológicas para el estudio, diseño, creación, manipulación, síntesis y aplicación de materiales, 

a nanoescala necesarios para diagnosticar, prevenir y tratar enfermedades tales como el cáncer, 

ofreciendo así posibilidades novedosas de curación, mejorar la calidad de vida y promover el 

desarrollo humano (Misra et al., 2010; Duncan y Gaspar, 2011; Urrejola et al., 2018). 

 

Las nanocápsulas (del latín nanus (enano): mil millonésima parte de 1 metro) son estructuras capaces 

de interactuar a escala molecular o celular que pueden dirigirse de manera específica a los tejidos y 
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órganos enfermos, sin dañar las células sanas circundantes. De esta manera, se disminuyen los efectos 

secundarios adversos de los tratamientos actuales (Mallakpour y Behranvand, 2016). 

 

Las nanocápsulas se emplean con 3 objetivos principales: 

1. Liberación de fármacos e ingeniería de tejidos: Las nanocápsulas pueden incorporar fármacos 

hidrofóbicos e hidrofílicos y son capaces de liberarlos de manera controlada. Transportan el 

fármaco hasta el tejido, órgano o zona dañada y, únicamente cuando reconocen esta zona por 

los receptores presentes, liberan el fármaco como respuesta a un cierto estímulo. Para lograrlo, 

se encapsula el fármaco en el nanosistema y de esta manera, se evita su captación por los 

macrófagos antes de que alcance la zona afectada y genere una respuesta inmune 

contraproducente para el organismo (Urrejola et al., 2018). Una vez que el nanosistema 

cargado con el fármaco llega a su destino, para alcanzar la efectividad deseada debe liberarlo 

a una velocidad apropiada y controlada la cual se determina: (a) Mediante el estudio de 

condiciones en la zona dañada (pH, temperatura, etc), o (b) Mediante el establecimiento 

preciso de la velocidad de degradación del material encapsulante (Eifler y Thaxton, 2011). 

Cabe destacar, que la efectividad del fármaco se puede incrementar mediante el control de la 

dosis, tamaño, morfología y propiedades fisicoquímicas (en particular de la superficie) de la 

nanocápsula (Gendelman et al., 2014). En la ingeniería de tejidos la aplicación de las 

nanocápsulas se enfoca en la medicina regenerativa, a fin de reparar o reemplazar tejidos u 

órganos dañados (Duncan y Gaspar, 2011). 

 

2. Diagnóstico: Nanodispositivos de diferente naturaleza se emplean con el objetivo de 

identificar una enfermedad a nivel celular e incluso molecular. Para ello se incorporan 

sistemas de imagen o se adaptan moléculas o materiales de origen biológico al nanodispositivo 

(nanobiosensores) para detectar la enfermedad en tiempo real y con alta sensibilidad (Urrejola 

et al., 2018). 

 

3. Terapia y diagnóstico (teranósticos): Se diseñan y aplican nanomateriales capaces de 

identificar la patología y, al mismo tiempo, liberar moléculas terapéuticas de manera 

controlada (Janib et al., 2010; Kemp et al., 2016). 
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Para desarrollar nanocápsulas es importante considerar sus características morfológicas y 

fisicoquímicas, en particular, la biocompatibilidad, estabilidad, biodegradabilidad, baja toxicidad, 

antigenicidad limitada y capacidad de funcionalización de la superficie (Bollhorst et al., 2017). 

 

Las nanocápsulas pueden aplicarse in vivo o in vitro. El uso in vivo requiere que la nanoestructura 

penetre directamente en el organismo; de este modo, se puede identificar y cuantificar el daño en un 

órgano o tejido. El uso in vitro, ofrece mayor flexibilidad de diseño, ya que se pueden aplicar a 

muestras reducidas de tejidos o fluidos y conocer el daño de manera específica con gran sensibilidad 

y precisión en un tiempo menor, en comparación con el uso in vivo (Bobo et al., 2016). 

 

Se han propuesto diferentes tipos de nanosistemas o nanoplataformas (Figura 3). Todos ellos permiten 

la liberación controlada del fármaco de manera poco invasiva, pues tienen la capacidad de atravesar 

poros y membranas celulares (Torchilin, 2014). 

 

Figura 3. Tipos de nanosistemas (a) Nanosistemas orgánicos; (b) Nanosistemas inorgánicos (Torchilin, 2014; Rojas-

Aguirre et al., 2016). 

 

El tamaño de los nanosistemas (especialmente de las nanocápsulas), desempeña un papel importante 

en el tiempo de residencia en la circulación sanguínea. Se sabe que nanocápsulas más grandes (> 200 

nm) tienden a acumularse en el hígado y el bazo, mientras que las más pequeños (<10 nm) tienden a 

ser eliminadas por el riñón (He et al., 2010). 
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1.5. Nanocápsulas de rHDL dirigidas al receptor SR-B1 expresado en células tumorales. 

El uso de nanocápsulas de rHDL “dirigidas” y asociadas con SR-B1 para la administración de 

quimiofármacos en células tumorales, ofrece muchas ventajas por su pequeño tamaño, 

biocompatibilidad, estabilidad, biodegradabilidad, larga vida media en circulación, baja toxicidad, 

baja o nula inmunogenicidad y principalmente, la entrega selectiva del fármaco (Farokhzad y Langer, 

2009; Lacko et al., 2015). Además, su estructura favorece las propiedades anteriores, pues, por una 

parte, el núcleo actúa como reservorio de múltiples agentes y está rodeado por lípidos anfifílicos y la 

cubierta, es muy estable gracias a las apolipoproteínas que la envuelven. De esta forma, se ofrece una 

protección eficaz del medicamento encapsulado ante la degradación (Abeylath et al., 2011). 

 

Diversos estudios demuestran que el SR-B1 tiene un gran potencial como puerta de entrada para el 

suministro de agentes terapéuticos encapsulados en partículas de rHDL. Esto es posible debido a la 

demostrada capacidad del SR-B1 de formar dentro de la membrana plasmática celular, un túnel 

hidrofóbico que deposita directamente al citosol las moléculas hidrofóbicas encapsuladas, evadiendo 

el procesamiento lisosómico (Raut et al., 2018).  

 

Se ha comprobado que las nanocápsulas de rHDL imitan o “mimetizan” la HDL endógena y se dirigen 

también al SR-BI, y otros receptores de HDL, para entregar de manera específica la carga que 

acarrean (similar a un caballo de Troya). Esto ha motivado el desarrollo de estudios enfocados a 

demostrar que los agentes anticancerígenos encapsulados en la rHDL pueden acumularse 

eficientemente en las células cancerosas (Mooberry et al., 2016). 

 

La estrategia de dirigir la rHDL a las células tumorales, a través del SR-B1, se propuso por primera 

vez por Counsell y Pohland (1982) en su estudio titulado “Las lipoproteínas como posibles sistemas 

de administración específica de agentes de diagnóstico y terapéuticos”; y el primer uso informado, 

fue un estudio sistemático llevado a cabo por Kader y Pater (2002), quienes investigaron si la VLDL, 

la LDL y la HDL podían utilizarse para incorporar eficazmente cuatro fármacos citotóxicos contra el 

cáncer: 5-fluorouracilo (5-FU), 5-yododesoxiuridina (IUdR), doxorrubicina (DOX) y vindesina. En 

el trabajo, caracterizaron los complejos y examinaron el efecto de la incorporación sobre la 

citotoxicidad del fármaco en células de carcinoma de mama (MCF-7) y cervical (HeLa). La 

reconstitución de las lipoproteínas tuvo un efecto mínimo sobre sus propiedades, y los fármacos 
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encapsulados mostraron una citotoxicidad mejorada hacia las células de carcinoma humano. Otro 

ejemplo es el fármaco antineoplásico, aclacinomicina, que mostró citotoxicidad preferencial hacia las 

células tumorales cuando estaba encapsulado en rHDL (Lou et al., 2005).    

 

Mooberry et al. (2010), empaquetaron el paclitaxel (PTX) en rHDL y expusieron las nanocápsulas a 

células de cáncer de próstata que sobreexpresaban SR-B1; los resultaron mostraron que el 82% del 

paclitaxel se incorporó a las células tumorales. Por su parte, Sabnis et al. (2012), demostraron que 

cuando la valrubicina se encapsulaba en rHDL, era más eficaz, contra las células de cáncer de próstata 

y de ovario que el fármaco libre; las concentraciones inhibitorias mínimas fueron 1.8 y 2.6 veces más 

bajas respectivamente. En otro estudio, se demostró que nanocápsulas conjugadas de rHDL-oro, se 

dirigían a los receptores SR-B1 sobreexpresados en las células de linfoma de una manera 

relativamente rápida, lo que inducía la apoptosis en esas células (Yang et al., 2013). 

 

Los estudios descritos demuestran, claramente, que nanocápsulas de rHDL que emplean la vía de 

sobrexpresión SR-B1, pueden servir como un potencial biomarcador para el diagnóstico y pronóstico 

del cáncer, así como para administrar agentes terapéuticos (Shen et al., 2018). 

 

1.6. Doxorrubicina: Generalidades y cardiotoxicidad.  

La doxorrubicina (DOX) es un agente anticancerígeno empleado en distintos tipos de cáncer, 

incluidos mama, pulmón, gástrico, ovárico, tiroideo, vejiga, linfoma no Hodgkin y de Hodgkin, 

leucemias, sarcoma de tejidos blandos, mieloma múltiple, entre otros (Mitry y Edwards, 2016; 

Pugazhendhi et al., 2018). Es un antibiótico antitumoral de amplio espectro perteneciente a la familia 

de las antracliclinas, descubierto a partir de una cepa mutada de Streptomyces peucetius 

(Streptomyces peucetius var. caesius). Consiste en una aglicona quinoide tetracíclica unida a un 

aminoglucósido (daunosamina) (Figura 4). La aglicona está compuesta por grupos quinona-

hidroquinona adyacentes en los anillos C-B, un sustituyente metoxi en el C-4 del anillo D, y una 

cadena lateral corta en C-9 con un carbonilo en C-13. Estos sustituyentes son los responsables del 

color de la DOX. La daunosamina se une mediante un enlace glucosídico al C-7 del anillo A y se 

compone de un resto de 3-amino-2, 3, 6- tridesoxi-L-fucosiltransferasa. Finalmente, la cadena lateral 

termina con un alcohol primario (Minotti et al., 2004; Kubeček et al., 2015). 
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La DOX se considera un glicósido anfótero, ya que por un lado posee un carácter ácido derivado de 

los grupos fenólicos del anillo de antraciclina y, por otro, presenta una función básica en el anillo de 

amino-azúcar. A su vez, el anillo de antraciclina le aporta un carácter lipofílico (Minotti et al., 2004). 

  

Se puede decir entonces que la DOX, es una molécula versátil, ya que tiene regiones hidrofílicas e 

hidrofóbicas que le permiten unirse a las proteínas plasmáticas, así como a las membranas celulares; 

además, se reduce intracelularmente a doxorrubicinol, metabolito con actividad biológica importante 

pues contribuye al estrés oxidativo en las células (Octavia et al., 2012). 

 

Figura 4. Estructura química de la Doxorrubicina (izquierda) y su metabolito Doxorrubicinol (derecha)  

(Wang et al., 2001). 

 

La estructura de la DOX tiene consecuencias importantes en sus propiedades. Se excita a 480 nm y 

emite a 600 nm (Heger et al., 2013). Su semivida es de 30-40 horas y su excreción principal es a 

través del sistema hepatobiliar (bilis 40-50%) y sistema renal (orina 5%) (Flórez Beledo et al., 2014). 

 

La DOX se utilizó por primera vez en ensayos clínicos en la década de 1960 y continúa siendo un 

agente quimioterapéutico de primera línea. Actúa de manera sistémica en el organismo y en 

dependencia de la susceptibilidad individual, provoca efectos adversos tales como náuseas, vómitos, 

alopecia, supresión de la médula ósea, supresión inmune, nefrotoxicidad, cansancio inusual, 

debilidad, coloración roja de la orina y toxicidad cardiovascular dosis-dependiente irreversible. La 

cardiotoxicidad de la DOX provoca desde arritmias hasta paros cardiacos, incluso años después de 

haber concluido el tratamiento. Existen reportes que indican una mortalidad de hasta el 60% de los 

casos a 2 años de haber usado DOX, lo cual ha limitado su uso (Wakharde et al., 2018). 
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Von Hoff et al. (1979), registraron que el 2.2% de los pacientes que recibían tratamiento mayor o 

igual a una dosis acumulada de 350-550 mg/m2 de DOX, manifestaban signos y síntomas de 

insuficiencia cardiaca congestiva, caracterizados por una disminución de la fracción de eyección del 

ventrículo izquierdo (FEVI), así como por cambios histopatológicos en el endomiocardio, incluso 

horas después de la administración del fármaco. Estos cambios histológicos se manifestaban en 

alteración de la estructura mitocondrial, contracción de la cromatina e indicios de apoptosis. También 

informaron una incidencia de insuficiencia cardiaca crónica convencional inducida por DOX del 3% 

a una dosis acumulada de 400 mg/m 2, que aumentó al 7% a 550 mg/m2 y al 18% a 700 mg/m2. 

 

La DOX altera la matriz extracelular de las células tumorales. Esto sugiere que la matriz extracelular 

cardiaca también puede ser alterada, lo que compromete la función cardiaca en general y provoca 

disfunción diastólica (Octavia et al., 2012; Mitry y Edwards, 2016).Varios estudios de cohorte en 

diferentes poblaciones de pacientes (incluidos niños) han reportado disfunción diastólica y, 

mayormente sistólica, debido a tratamientos con DOX. Hasta el 65% de los niños expuestos a DOX 

han experimentado algún tipo de disfunción cardíaca al menos un año después del tratamiento 

(Lipshultz et al., 2012). En 2010, Sawyer et al., hicieron un estudio en 14,358 pacientes con una 

supervivencia de 5 años de malignidades durante la infancia. Los que recibieron dosis de DOX, 

incluso menores de 250 mg/m², tuvieron un riesgo 2.4 veces mayor de padecer insuficiencia cardiaca, 

que aumentó 5.2 veces con prescripciones mayores de 250 mg/m².  

 

La cardiotoxicidad de la DOX es dosis-dependiente y su daño es irreversible. Aunque no está 

totalmente dilucidado, se supone que es multifactorial. Se piensa que el estrés oxidativo provocado 

por la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) genera la destrucción de las mitocondrias 

y muerte del miocito (Meza-Cejudo, 2017). Las ROS también afectan las proteínas, los ácidos 

nucleicos, los transportadores y canales de iones (Paradies et al., 2019). Tienen alta afinidad por la 

cardiolipina, un glicerofosfolípido aniónico que se localiza en la membrana interior de la mitocondria 

y que desempeña un importante papel en la fosforilación oxidativa y la apoptosis (Sterba et al., 2013; 

De Angelis et al., 2018;  Guven et al., 2018; Paradies et al., 2019). Aunque se encuentra en todas las 

mitocondrias, la concentración de cardiolipina en el tejido cardiaco es particularmente abundante 

(Paradies et al., 2019) por lo que se produce una acumulación de DOX en el interior de las células 

cardiacas que produce estrés oxidativo celular con tendencia a la cronicidad (Velásquez et al., 2016). 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/diastolic-dysfunction
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cohort-analysis
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1.7. Mecanismos de citotoxicidad de la doxorrubicina. 

Existen dos mecanismos principales por los cuales la DOX actúa en la célula cancerosa:  

 

1) La intercalación en el ADN: Que inhibe la biosíntesis macromolecular, la función del ADN y 

la transcripción a través de la inhibición de la ARN polimerasa dependiente de ADN. Se 

interrumpe la reparación del ADN mediada por topoisomerasa-II, que conduce a eventuales 

roturas de ADN y, por lo tanto, detiene el proceso de replicación (Thorn et al., 2011; Yurtcu 

et al., 2015). 

2) La generación de ROS y su daño a las membranas celulares, el ADN y las proteínas: Las ROS 

son radicales libres, definidos como moléculas químicas que incluyen un átomo al que le falta 

un electrón en su orbital más externo y, por lo tanto, son muy electrofílicas, es decir, pueden 

reaccionar mediante oxidación-reducción con un elevado número de moléculas ya que para 

obtener electrones deben oxidar otros átomos (Wakharde et al., 2018). 

 

De manera general, el mecanismo citotóxico de la DOX (Figura 5) ocurre como sigue: Las enzimas 

presentes en la mitocondria como NADPH-citocromo P450 reductasa convierten a la DOX en una 

semiquinona (metabolito inestable) al reducir la quinona del anillo central. Esto provoca en las 

mitocondrias una elevada transferencia de electrones hacia el O2 molecular, que conduce a 

reoxidación de la semiquinona y formación ROS (Sterba et al., 2013; Alves de Lima et al., 2016;   

Kim et al., 2017; Guven et al., 2018). En presencia de hierro se forma un complejo hierro férrico-

antraciclina, que convierte el hierro ferroso (Fe+2) a férrico (Fe+3), que también origina semiquinona. 

Este ciclo quinona/semiquinona libera una gran cantidad de ROS como el radical superóxido (O2 
*-

), 

peróxido de hidrógeno (H2O2) y radical hidroxilo (•OH). (Navarrete Hurtado et al., 2011; Villasmil 

Camacho y Escudero, 2017). 

 

La formación de ROS causa: (a) Peroxidación de los lípidos de la membrana y otros componentes 

celulares; (b) Inhibición de diversas enzimas relacionadas con el ADN y ARN (polimerasas, helicasas 

y enzimas reparadoras); (c) Inhibición de la respiración celular por daño a los componentes de la 

cadena de fosforilación oxidativa. Estos mecanismos desencadenan vías apoptóticas de muerte 

celular, deterioro de la membrana mitocondrial, nuclear y del retículo endoplásmico. El daño de éste 
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último produce descenso de calcio intracelular, induciendo disminución de la contractibilidad 

miocárdica que culmina en una disfunción diastólica precoz y sistólica tardía (Meza-Cejudo, 2017).  

 

El H2O2, por ejemplo, interacciona directamente con el miocardio, que es muy susceptible al daño 

pues tiene menor cantidad de superóxido dismutasa y catalasa en comparación con otros tejidos, 

siendo su única defensa la glutatión peroxidasa, pero que se encuentra reducida por la DOX (Navarro-

Ulloa et al., 2018).  

 

Por otro lado, las citoquinas inflamatorias como histamina, factor de la necrosis tumoral alfa (TNF-

α) e interleucina 2 (IL2), inducen miocardiopatía dilatada y disfunción beta-adrenérgica. Finalmente, 

la actividad antitumoral de la DOX, se explica por la formación de un complejo ternario conocido 

como “Top2a-doxorrubicina-DNA”, que produce cambios que se han asociado directamente con el 

aumento de la apoptosis (Velásquez et al., 2016). 

 

Figura 5. Mecanismos de citotoxicidad de la DOX (Constructo del autor). 
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Dependiendo de la dosis de DOX, los radicales libres activan vías apoptóticas o producen necrosis. 

Se ha encontrado que a bajas concentraciones del fármaco prevalecen los mecanismos de apoptosis, 

mientras que a altas concentraciones, predomina la necrosis (Jiménez-Cotes et al., 2015). En 2006, 

Neilan et al., elaboraron un modelo de toxicidad aguda  en el que se registró apoptosis detectable 

mínima en situación basal. Se evidenció un aumento de 75 veces en la apoptosis de células cardiacas 

tan solo 24 horas después de una sola inyección de 250 mg/m² de DOX. 

 

Flórez Beledo et al. (2014), señalaron que el riesgo cardiotóxico puede disminuir si se dosifica la 

DOX con un ritmo semanal en infusión continua, en asociación con otros fármacos o técnicas. Lo 

importante, al parecer, es monitorear en detalle e impedir la sobreproducción de ROS. Esto puede 

lograrse, probablemente, si se interviene en la formación del complejo hierro férrico-antraciclina para 

impedir la transferencia de un electrón desde la DOX hasta el oxígeno molecular. Con ello podría 

disminuir la cardiotoxicidad y la citotoxidad sin alterar la actividad antitumoral. 

 

1.8.  Doxorrubicina y su conjugación con nanocápsulas de rHDL. 

Los efectos secundarios de la terapia convencional con DOX han motivado el desarrollo de 

nanocápsulas para su transporte con un tamaño de entre 50 y 450 nm (Rivankar, 2014). Entre ellas, 

las nanocápsulas a base de lipoproteínas han resultado exitosas debido a la capacidad de transportar 

fármacos hidrófobos y anfifílicos, (Yuan et al., 2013; Raut et al., 2018). 

 

Se han utilizado varios métodos para obtener nanocápsulas de rHDL. Estos incluyen péptidos de 

autoensamblaje (Zhang et al., 2010), diálisis de colato, sonicación, ciclos térmicos y microfluídos 

(Kuai et al., 2016), adición de polímeros (Sanchez-Gaytan et al., 2015) e ingredientes inorgánicos 

(McMahon et al., 2016). 

 

Murakami et al. (2010), emplearon Apo A-I fusionada genéticamente con el péptido TAT para 

preparar rHDL en cuyo núcleo introdujeron la DOX. La internalización de la DOX acarreada en la 

rHDL fusionada con TAT se confirmó por microscopía confocal. La inhibición del crecimiento 

tumoral de células MDA-MB-231 (cáncer de mama) y NCI-H460 (cáncer de pulmón de células no 

pequeñas) fue superior en las células tratadas con rHDL fusionada con TAT-DOX que con rHDL-

DOX.  
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Yuan et al. (2013), encapsularon DOX en rHDL preparada con fosfolípidos de huevo y ApoA-I con 

el objetivo de dirigirla a las líneas celulares de carcinoma hepatocelular y hepatoma. Las nanocápsulas 

de rHDL-DOX manifestaron mayor citotoxicidad, inducción de apoptosis y acumulación en las 

células objetivo, en comparación con el fármaco libre o encapsulado en liposomas (Yuan et al., 2013; 

Wang et al., 2014). 

 

Rui et al. (2017), desarrollaron nanocápsulas de rHDL para la administración conjunta de PTX y 

DOX con el objetivo de mejorar la eficacia del tratamiento. El PTX (que es hidrofóbico) se encapsuló 

pasivamente y, posteriormente se adicionó la DOX, que es hidrofílica, en la misma nanopartícula, 

mediante un gradiente de pH transmembranal. El sistema resultante permitió dirigir ambos fármacos 

hacia las células cancerosas a través de la sobreexpresión del receptor SR-B1 (confirmado por 

imágenes confocales in vitro y citometría de flujo), demostrándose una mejora apreciable de la 

respuesta antitumoral en comparación con la mezcla de soluciones de ambos quimioterapéuticos 

libres. Los ensayos de citotoxicidad in vitro con células HepG2 y MCF-7, revelaron que se podían 

obtener varios efectos combinatorios ajustando las relaciones PTX-DOX, maximizando así la 

eficiencia sinérgica. Más importante aún, estas nanocápsulas de rHDL/DOX/PTX no solo 

transfirieron los quimiofármacos directamente al citoplasma a través del SR-BI, sino que también 

mostraron eficacia antitumoral in vivo por lo que constituyen un sistema de administración potente 

para una quimioterapia más eficaz. 

 

Wei et al. (2019), desarrollaron un sistema mixto para la administración de DOX en células de cáncer 

de mama (MCF-7) compuesto por rHDL y nanocápsulas de carbonato de calcio (CC). Las 

nanocápsulas de CC, sirvieron como esqueleto para cargar a la DOX, mientras que la rHDL sirvió 

como material de recubrimiento para aumentar la estabilidad y la biocompatibilidad del sistema. Los 

investigadores compararon las nanocápsulas HDL/CC/DOX, y las de CC/DOX con la DOX libre. 

Observaron que la captación in vitro de DOX a partir de las nanocápsulas HDL/CC/DOX fue mayor 

en las células MCF-7 en comparación con las nanocápsulas CC/DOX y que su actividad 

anticancerígena fue más fuerte que la de las nanocápsulas de CC/DOX y la DOX libre. La capacidad 

de localización tumoral in vivo de las nanocápsulas HDL/CC/DOX, también fue superior a las de 

CC/DOX, con efectos secundarios tóxicos mínimos y elevada capacidad de supresión de tumores. 
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1.9. Radiofármacos: Generalidades y uso como agentes teranósticos. 

La terapia dirigida con radionúclidos (núclidos que emiten de forma espontánea radiación ionizante) 

tiene el objetivo de producir un efecto terapéutico en el tejido blanco y reducir la toxicidad producida 

por la radiación en los tejidos sanos. Para ello se administran moléculas radiomarcadas con 

radionúclidos emisores de partículas cargadas (Ferro-Flores y Arteaga de Murphy, 2007). A las 

moléculas marcadas con radionúclidos que se usan en aplicaciones médicas se les denomina 

radiofármacos (RF). Un RF se define como toda sustancia que contiene un átomo radiactivo dentro 

de su estructura y que, por su forma farmacéutica, cantidad, calidad y tipo de radiación, puede ser 

administrado con fines diagnósticos o terapéuticos (Ferro-Flores et al , 2006).  

 

Los RF producen muerte celular inducida por la radiación ionizante. Cuando un tejido biológico se 

expone a los distintos tipos de radiación ionizante se producen afectaciones importantes en el ADN 

(blanco principal de la radiación), tales como fragmentaciones en su estructura molecular, enlaces 

cruzados de proteína, multiplicación de sitios dañados, etc. Estas lesiones dependen de la naturaleza 

de la partícula incidente y su energía (Kassis y Adelstein, 2005). Algunas lesiones al ADN pueden 

ser reparadas, pero otras, inducen mutaciones en las células y/o muerte celular mediante diferentes 

rutas (apoptosis, necrosis, catástrofe mitótica, autofagia y senescencia). Existen estudios que señalan 

que las células con daño radiobiológico, pueden inducir también efectos negativos en células vecinas 

(Efecto Bystander), provocando incluso muerte celular en células no irradiadas debido a la liberación 

de citosinas y radicales libres (Kassis, 2008). 

 

Los RF para el tratamiento del cáncer se diseñan de manera tal que transporten directamente al tumor 

y a su metástasis la dosis de radiación deseada con mínima afectación a los tejidos sanos. Para 

lograrlo, se une el átomo radiactivo a una molécula específica que determina la ruta metabólica y la 

afinidad con las estructuras del tumor (por ejemplo, antígenos o receptores). Al llegar a las células 

tumorales, la radiación ionizante altera el ADN y reduce el tumor (Krause et al., 2017).  

 

Un buen RF terapéutico debe cumplir con ciertos requisitos: (a) Alcanzar las células tumorales donde 

quiera que se encuentren (b) Actuar exclusivamente en las células tumorales; (c) Ser inocuo para los 

tejidos y órganos sanos circundantes; (d) Transportar la dosis máxima de radiación hasta el tumor y 

(e) Eliminar células tumorales con gran efectividad (OIEA, 2020). 
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La acción biológica de un RF depende, en gran medida, del tipo de radiación que emita el 

radionúclido. Los radionúclidos más adecuados para terapia son los que emiten radiación ionizante 

con poca penetración en el tejido y alta eficacia biológica relativa como los emisores α (alfa) o β 

(beta). De esta forma, liberan su energía cerca del sitio en que se depositan e inducen dosis más altas 

que los RF para diagnóstico, compuestos por radionúclidos que emiten (o provocan) radiación γ 

(gamma) con alta penetración en los tejidos (Krause et al., 2017; OIEA, 2020) que posibilita la 

obtención de imágenes.  

 

En la actualidad se utilizan RF denominados teranósticos, que integran el diagnóstico y la terapia. 

Para lograrlo, se combina: (a) Una molécula con un radionúclido que emite al mismo tiempo radiación 

útil para diagnóstico y terapia (ejemplo: MIBG-131I); (b) Una molécula que se enlaza a un 

radionúclido para imagen, se localiza el sitio de acumulación y luego se enlaza a un radionúclido 

terapéutico (ejemplo:111In-MAb, 90Y-MAb). En esta variante se utilizan también moléculas 

químicamente diferentes, pero con una similar biodistribución; (c) Una molécula o sistema compuesto 

por un agente terapéutico no radiactivo y un radionúclido para imagen (Vijayakumar et al., 2021). 

 

Aunque el término teranóstico es relativamente reciente, el concepto se remonta a los inicios de la 

medicina nuclear, con el uso de yodo radiactivo para el diagnóstico y la terapia de la enfermedad 

tiroidea benigna y maligna, considerada por muchos autores la radioterapia molecular más exitosa de 

la historia (Ballinger, 2018). 

 

Los agentes teranósticos con radionúclidos presentan un alto potencial para la medicina 

personalizada. Permiten conocer la localización y estadio de la enfermedad, estimar la dosimetría a 

partir de la biodistribución, optimizar la dosis terapéutica y monitorear la respuesta al tratamiento. 

Diversos estudios han demostrado que los radiofármacos teranósticos, son efectivos en la mayoría de 

los casos y con un adecuado perfil de seguridad (Ahmadzadehfar, 2016; Vijayakumar et al., 2021). 

 

1.10. Lutecio-177 (177Lu).  

El lutecio-177 (177Lu), es un isótopo radiactivo del Lutecio ((Lu); Z=71, A=174.967 uma). El Lu es 

un metal de transición trivalente, de color plateado. Es el elemento más pesado, raro y caro de la serie 

de los lantánidos o tierras raras (Cruz et al., 2012). El 177Lu es un radionúclido emisor de partículas 
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β- (Emax 498 keV, 78%; Eprom 134 keV) de uso común en medicina nuclear para el tratamiento de 

pacientes oncológicos (Kassis, 2008). Se desintegra a 177Hf con un período de semidesintegración 

(T1/2) de 6.7 días. La radiación - del 177Lu tiene una penetración máxima en el tejido de 2 mm 

(promedio 0.5-0.6 mm) que favorece el depósito de la energía en pequeños volúmenes como las 

micrometástasis y células tumorales cercanas a la superficie de cavidades. También emite fotones  

(208 keV 11%; 113 keV 6.4%) apropiados para la adquisición de imágenes in vivo mediante 

tomografía computarizada por emisión de simple fotón (SPECT) y para la estimación personalizada 

de la dosis previa a la terapia (Figura 6). Además, es un candidato ideal para el radiomarcado de 

fármacos favorables para la terapia radionuclídica con blancos moleculares específicos (Makoto et 

al., 2018). 

 

Figura 6. Propiedades radiactivas de 177Lu (Constructo del autor). 

 

Para el marcaje de biomoléculas con 177Lu se utiliza el agente quelante bifuncional (BFC por sus 

siglas en inglés Bifunctional Chelator) ácido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-N, N’, N’, N’’-

tetraacético (DOTA) pues forma enlaces covalentes muy resistentes desde el punto de vista 

metabólico con los metales trivalentes como el 177Lu (Liu, 2008; Makoto et al., 2018). 
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1.11. Terapia fotodinámica y efecto Cerenkov con radionúclidos. 

La terapia fotodinámica (TFD) es una tecnología médica aprobada por la Administración de 

Medicamentos y Alimentos (FDA, por sus siglas en inglés Food and Drug Administration) que 

consiste en la administración tópica o sistémica de un compuesto con propiedades 

fotosensibilizadoras (por ejemplo, fármacos fotosensibles). El compuesto fotosensible (PS) se 

acumula en los tejidos tumorales y es expuesto a una longitud de onda específica que provoca la 

formación de ROS, responsables directas de la destrucción selectiva del tumor (Figura 7) (Paszko et 

al., 2011; Dos Santos et al., 2019). 

 

 

Figura 7. Funcionamiento de la Terapia Fotodinámica (Constructo del autor) 

 

Sus aplicaciones van desde el retraso en el crecimiento tumoral hasta la completa destrucción del 

tumor. Requiere tres componentes: (1) Una sustancia fotosensible (PS); (2) Una fuente de luz 

(lámpara, láser, diodo emisor de luz [LED]) y (3) Oxígeno molecular (O2) intracelular. La interacción 

de estos tres elementos se detalla en el diagrama de Jablonski (Figura 8). 
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Figura 8. Diagrama de Jablonsky. Se muestran los celulares de respuesta biológica inducidos por irradiación de un PS 

con luz a una longitud de onda específica. Procesos fotofísicos: absorción (a), fluorescencia (b), conversión interna (c), 

cruzamiento intersistema (d), fosforescencia (e), formación de ROS (f), reacción del PS en estado triplete (T1*) con 

biomoléculas e independiente de oxígeno (g). 

 

El PS en su estado electrónico basal singlete (PSo), al absorber luz de una longitud de onda apropiada 

(a), alcanza un primer estado singlete excitado de vida corta (PS1*). El PS1* puede regresar al estado 

basal PSo por emisión de la energía absorbida como fluorescencia (b) o por conversión interna (c). 

De manera alternativa, el PS1* puede cambiar a un estado excitado triplete (T1
*) mediante un proceso 

conocido como cruzamiento intersistema (d). Este estado T1
* tiene un tiempo de vida mayor que el 

PS1*, por lo que puede reaccionar con las moléculas del entorno mediante reacciones foto-oxidativas  

de tipo I, II o III (f y g), que forman ROS capaces de producir muerte celular (Celli et al.,2010). La 

acción fotodinámica, por tanto, es mediada por el PS en estado T1
* que también puede regresar al 

estado basal (PSo) por emisión fotónica (fosforescencia) (e).  

 

Las reacciones foto-oxidativas pueden ocurrir simultáneamente y en competencia. La proporción en 

que se producen depende del tipo de PS y de la naturaleza de las moléculas con las que éste interactúa 

(Dolmans et al., 2003; Kwiatkowski et al., 2018): 

 

➢ Reacción tipo I: El T1
* puede transferir un electrón a un sustrato A (agua o biomolécula) o 

sustraer un átomo de hidrógeno de un sustrato AH2 para generar radicales libres peróxidos y 

superóxidos. 
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➢ Reacción tipo II: El T1
* transfiere la energía de excitación electrónica al oxígeno molecular 

presente en el tejido en estado normal de triplete (3O2), dando lugar a oxígeno singlete (1O2), que es 

altamente reactivo y citotóxico. 

 

➢ Reacción tipo III: El T1
*reacciona directamente con biomoléculas por una vía independiente 

de oxígeno. 

 

Durante el fenómeno de la fluorescencia el PS se degrada por la luz, en un proceso conocido como 

fotoblanqueo (Hillemanns et al., 2014; Roblero-Bartolón y Ramón-Gallegos, 2015). 

 

La TFD es mínimamente invasiva y se lleva a cabo de la siguiente manera (Roblero-Bartolón y 

Ramón-Gallegos, 2015):  

1. Se administra el fármaco PS al paciente por vía tópica o sistémica. 

2. Se espera un tiempo para que el fármaco PS se acumule selectivamente en las células 

tumorales o afectadas por otra enfermedad (se puede medir por la fluorescencia).  

3. Aproximadamente de 24 a 72 horas después de la inyección, cuando la mayor parte de la 

sustancia ha emigrado de las células normales, pero permanece en las células cancerosas, se 

irradia el tumor de forma localizada con un sistema láser u otra fuente de luz. 

 

La TFD presenta una serie de ventajas respecto a otros tratamientos convencionales de cáncer como 

son: (a) Escasa toxicidad sistémica, debido a que el PS sólo se activa en presencia de luz; (b) La 

capacidad de destruir selectivamente tumores lo que disminuye, en gran medida, los efectos 

secundarios sobre otros tejidos y (c) La posibilidad de administrarse sola o en combinación con otras 

modalidades terapéuticas como quimioterapia, radioterapia, inmunoterapia o cirugía (Kwiatkowski 

et al., 2018). 

 

La primera observación sobre la fotosensibilización química de un tejido fue descrita por Raab en 

1900 (McGovern, 1961). Poco tiempo después  Tappeiner y Jesionek (1903) usaron eosina aplicada 

tópicamente y luz solar para tratar pacientes con cáncer de piel, estableciendo el concepto básico de 

la TFD (Lukšienė, 2003). Auler y Banzer ya habían observado en 1942 la particular afinidad 

moléculas PS de hematoporfirina (Hp) por el tejido neoplásico (Thaller et al., 1983), confirmada más 
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tarde por Figge et al., 1948, quienes describieron la fluorescencia de las porfirinas acumuladas en el 

tumor cuando se las iluminaba con la lámpara de Wood.  

 

La primera aplicación clínica de la TFD se registró en un paciente con cáncer de vejiga, a quien se le 

administró el derivado de hematoporfirina (HpD), sometiéndolo luego a una irradiación transuretral. 

Desde entonces, ha habido un creciente interés en esta modalidad terapéutica, con una gran cantidad 

de estudios experimentales y clínicos en distintos tipos de tumores con localizaciones diversas 

(Hillemanns et al., 2014; Malimonenko et al., 2019). 

 

Como fuente de luz en TFD se ha utilizado la radiación Cerenkov (CR). En la Figura 9 se presenta 

un esquema de TFD donde la fuente de excitación es la CR que produce el 18F. Cuando la CR incide 

en un fluoróforo como la DOX, este se excita a estado T1
* y puede producir reacciones foto-oxidativas 

que dan lugar a oxígeno singlete (1O2) o a radical superóxido (O2
*-) (Nakamura et al., 2017). Estas 

especies pueden ser detectadas por ABMA (9,10- antracenedil-bis (metileno) ácido dimalónico) o por 

DCPIP (2,6-diclorofenolindofenol) respectivamente.  

 

 

Figura 9. Terapia fotodinámica usando 18F como fuente de excitación (efecto Cerenkov) y doxorrubicina como 

fluoróforo (Constructo del autor). 

 

La muerte celular inducida por TFD puede ocurrir por apoptosis, necrosis o autofagia. Si el PS se 

localiza dentro del retículo endotelial o en la mitocondria, la muerte celular ocurre por apoptosis, 

mientras que si se localiza en la membrana plasmática ocurre por necrosis y si se encuentra en el 

retículo endoplásmico ocurre por autofagia (Lanks et al., 1994; Sun et al., 2020). 
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2. Planteamiento del problema. 

Existen más de 100 tipos de cáncer divididos en categorías de acuerdo con la zona de afectación y el 

tipo de célula que los forma (epitelial o escamosa). La incidencia de los distintos tipos de cáncer en 

los últimos años ha ido en aumento, lo que constituye un grave problema de salud pública a nivel 

mundial. Por ello, la generación de nuevos conocimientos que coadyuven en su detección, prevención 

o tratamiento es de gran relevancia. 

 

El uso de nanosistemas teranósticos in vitro o in vivo para el estudio del cáncer, es un enfoque actual 

en el área de las ciencias de la salud, debido a la demostrada capacidad de interacción a nivel celular 

o molecular de estos sistemas para la identificación temprana de la enfermedad. Esto posibilita la 

aplicación inmediata de tratamientos con mayor probabilidad de éxito.  

 

Las nanocápsulas como elementos teranósticos se han propuesto para el transporte de fármacos hasta 

la zona afectada y su liberación controlada una vez que han reconocido receptores celulares 

específicos. Para ello, es importante diseñar sistemas que mantengan intactas sus propiedades 

fisicoquímicas y no desaten una respuesta inmunológica en el organismo que pueda resultar 

contraproducente. 

 

En la actualidad se emplean fármacos para el tratamiento del cáncer a base de nanocápsulas de diversa 

naturaleza (Eifler y Thaxton, 2011). Sin embargo, existe poca evidencia del uso de nanocápsulas de 

HDL trasportadoras al unísono de DOX y 177Lu para su uso en terapia bimodal de tumores que 

sobreexpresen al receptor SR-B1. 

 

2.1. Pregunta de Investigación.  

¿Se pueden diseñar nanocápsulas de lipoproteínas de alta densidad reconstituidas (rHDL) cargadas 

simultáneamente con doxorrubicina y 177Lu aptas para aplicar en terapia multimodal de tumores que 

sobreexpresen receptores SR-B1? 
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3. Justificación. 

Una de las estrategias actuales de las investigaciones en cáncer es el desarrollo de terapias 

multimodales que mejoren la efectividad de las terapias existentes. Uno de los agentes 

quimioterapéuticos más eficaces es la DOX, pero genera efectos adversos en el organismo, en 

particular alta cardiotoxicidad. El desarrollo de terapias multimodales que contribuyan a disminuir la 

dosificación de la DOX y sus efectos adversos, sin perder eficacia, es una línea de investigación 

conveniente.  

 

El presente proyecto está dirigido a sintetizar nanocápsulas de rHDL cuyo reconocimiento específico 

por una gran variedad de células tumorales es conocido. Si estas nanocápsulas se cargan al unísono 

con DOX y 177Lu se podría obtener un sistema teranóstico multimodal en el que la DOX actúe como 

quimioterapéutico y PS para TFD, y el 177Lu actúe como radioterapéutico y fuente de CR para 

producir efecto fotodinámico en la célula tumoral. Este sistema rHDL/DOX/177Lu podría disminuir 

la cardiotoxicidad de la DOX. Cabe destacar que hasta el momento no se han reportado estudios de 

nanocápsulas rHDL que combinen las opciones multimodales que se proponen en esta tesis. 

 

Se presupone que las nanocápsulas de rHDL radiomarcadas con 177Lu y cargadas con DOX puedan: 

- Dirigir la DOX a la célula tumoral con mayor especificidad, debido al reconocimiento específico 

de la rHDL por los receptores SR-B1. 

- Disminuir los efectos adversos de la administración sistémica del DOX, en particular su elevada 

cardiotoxicidad.  

- Disminuir la dosificación de DOX en el tratamiento del cáncer, sin atenuar su efecto terapéutico. 

- Potenciar el uso de nuevos agentes teranósticos para el tratamiento del cáncer mediante 

combinaciones quimioterapia, radioterapia y terapia fotodinámica. 
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4. Hipótesis. 

4.1. Hipótesis de trabajo. 

Si se obtienen nanocápsulas de rHDL que puedan transportar simultáneamente DOX y 177Lu sin 

perder el reconocimiento específico por los receptores SR-B1 expresados en varios tipos de células 

cancerosas, se podrá obtener un sistema teranóstico multimodal (quimioterapia-radioterapia-TFD) 

con mayor toxicidad que las nanocápsulas de rHDL cargadas individualmente con DOX o con el 

radionúclido, y que podrá ser rastreado mediante imagen nuclear.  

 

5. Objetivos. 

5.1. Objetivo general. 

Desarrollar un sistema teranóstico multimodal que pueda visualizarse por imagen nuclear, basado en 

DOX y 177Lu encapsulados en lipoproteínas de alta densidad reconstituidas (rHDL).  

 

5.2. Objetivos específicos. 

1. Evaluar las propiedades fotosensibilizadoras de la DOX al irradiar con CR 

2. Obtener nanocápsulas de rHDL/DOX/177Lu y determinar sus principales propiedades 

físicoquímicas. 

3. Evaluar la citotoxidad del sistema rHDL/DOX/177Lu frente a líneas celulares de cáncer que 

expresen el receptor SR-B1. 

4. Obtener la biodistribución in vivo y ex vivo del sistema rHDL/DOX/177Lu.  

 

6. Diseño metodológico. 

6.1. Diseño del estudio. 

Diseño experimental con casos y controles dividido en dos partes. En la primera, se estudiaron las 

propiedades fotosensibilizadoras de la DOX al irradiar con CR (objetivo específico 1) y en la segunda, 

se obtuvieron nanocápsulas de rHDL/DOX/177Lu y se evaluó su potencial como sistema 

nanoteranóstico para impartir terapia multimodal (objetivos específicos 2-4). 
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6.2. Universo y Muestra. 

Líneas celulares:  Células T47D (cáncer de mama humano de subtipo luminal hormonodependiente 

A); células PC3 (cáncer de próstata humano independiente de andrógenos); cardiomiocitos 

embrionarios de rata H9C2 (comúnmente usados para ensayos de cardiotoxicidad de fármacos) y 

fibroblastos humanos (como células control) (Figura 10). 

 

  

 

 

  

  

 

Figura 10. Líneas celulares empleadas obtenidas de ATCC. (Escala 100µm). 

 

Las células se obtuvieron originalmente de ATCC ((American Type Culture Collection, Atlanta, GA, 

USA) a través del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición “Salvador Zubirán” y el 

Instituto Nacional de Cancerología (INCAN). Se cumplieron todas las normas vigentes de 

bioseguridad para su adquisición, y se cultivaron a 37oC en CO2, al 5%, humedad del 85% en medio 

suplementado RPMI (medio “Roswell Park Memorial Institute”) con 10% de suero bovino fetal y 

antibióticos (100 unidades /mL de penicilina y 100 g/mL de estreptomicina).  

Cáncer de mama: T47D 

Cardiomiocitos: H9C2 Fibroblastos 

Cáncer de próstata: PC3 
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Ratones sanos y con tumores inducidos: Con células cancerígenas PC3 de 20 a 22 gramos de 6-7 

semanas de edad que se mantuvieron en cajas estériles de acrílico, con cama de aserrín estéril, 

condiciones de temperatura, humedad y ruido constantes desde el nacimiento, bajo ciclos de 12 horas 

de luz/oscuridad. Consumieron agua y comida (standard PMI 5001 feed) a libre demanda.  

 

6.3. Criterios de inclusión y exclusión 

6.3.1. Criterios de inclusión 

• Pureza radioquímica de los conjugados de rHDL-DOX/177Lu mayor de 90% 

• Peso de los ratones entre 20 y 22 gramos. 

 

6.3.2. Criterios de exclusión 

• Líneas celulares sin proliferación o contaminadas. 

• Ratones con sospecha de inexistencia de tumor. 

 

6.4. Variables del estudio. 

6.4.1. Variables independientes. 

• Nanocápsulas. 

 

6.4.2. Variables dependientes. 

• Generación de ROS. 

• Efecto citotóxico in vitro 

• Biodistribución ex vivo e in vivo 

 

6.4.3. Variables intervinientes. 

• Capacidad de carga de las nanocápsulas 

• Pureza radioquímica. 

• Expresión de receptores SR-B1. 
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6.5. Procedimientos. 

6.5.1. Estudio de las propiedades fotosensibilizadoras de la DOX al irradiar con láser y CR 

6.5.1.1 Determinación del coeficiente de extinción molar de DOX. 

El coeficiente de extinción molar de la DOX se calculó como la pendiente de la curva de calibración 

construida con la absorbancia de soluciones estándar preparadas a partir de una solución madre de 

1000 ppm (Tabla 1). La absorbancia de cada solución se midió de 380 a 680 nm. Se realizaron 3 

medidas independientes para cada solución y las absorbancias obtenidas se promediaron al valor 

máximo de absorbancia (480 nm). Se utilizó un espectrofotómetro UV-Vis Perkin Elmer de doble 

haz (Lambda 650) con resolución de 1 nm y 0.5 s de tiempo de integración. En todos los casos se 

utilizaron cubetas de cuarzo de 1 cm de paso óptico. 

 

Tabla 1. Soluciones estándar preparadas para obtener el coeficiente de extinción molar de la 

DOX 

TIPO DE SOLUCIÓN CONCENTRACIÓN 

Solución madre de DOX 1000 ppm 

Soluciones estándar con diferentes 

concentraciones de DOX disuelta en agua 

destilada desionizada (DDW) 

50 ppm (8.6E-05 M) 

33.30 ppm (5.7E-05 M) 

25 ppm (4.3E-05 M) 

16.70 ppm (2.9E-05 M) 

12.50 ppm (2.2E-05 M) 

8.35 ppm (1.4E-05 M) 

6.25 ppm (1.1E-05 M) 

3.125 ppm (5.4E-06 M). 

 

 

6.5.1.2. Irradiación con luz láser de 450 nm y registro por espectrofotometría UV-Vis. 

Se realizó con un diodo láser de potencia 1400 mW. La cubeta de cuarzo de 1 cm de paso óptico y 2 

mL de capacidad se localizó en el camino del haz de luz. Para garantizar la irradiación de toda la 

solución contenida en la cubeta el haz de luz se dispersó con una lente divergente de manera tal que 

toda la solución contenida en la cubeta quedara en el camino del haz. Todas las soluciones (Tabla 2) 

se irradiaron en la misma posición y distancia del diodo. Los cambios espectrofotométricos se 

registraron durante 35 minutos a intervalos de 5 minutos entre irradiaciones. Los experimentos se 

llevaron a cabo por triplicado. La presencia de 1O2 se evaluó mediante ácido 9,10-antracenodiil-bis 

metilen dimanólico (ABMA) y la de O2
-• mediante 2,6-dicorofenolindofenol (DCPIP).  
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Tabla 2. Soluciones irradiadas con láser de 450 nm. 

SOLUCIÓN PREPARACIÓN 

Solución control de DOX (sin irradiar) 62,5 μg/mL de DOX sin irradiación  

Soluciones solas: DOX, ABMA (Ácido 9,10-

antracenodiil-bis metilen dimalónico) y 

DCPIP (2,6-diclorofenolindofenol) 

• 62,5 μg/mL de solución DOX:  

125 μL de DOX (1 mg/mL) + 1875 μL de DDW  

 

• 50 μM de solución ABMA:  

1000 μL de ABMA (100 μM) + 1000 μL de 

DDW)  

 

• 140 μM de solución DCPIP:  

300 μL de DCPIP (932 μM) + 1700 μL de 

DDW) 

Solución de DOX+ABMA+ luz láser 
DOX (62,5 μg/mL) + ABMA (50 μM) + luz 

láser de 450 nm 

Solución de DOX + DCPIP + luz láser 
DOX (62,5 μg/mL) + DCPIP (140 μM) + luz 

láser de 450 nm 

Solución de DOX + ABMA + DCPIP + luz 

láser 

DOX (62,5 μg/mL) + ABMA (50 μM) y DCPIP 

(140 μM) + luz láser de 450 nm 

 

 

6.5.1.3. Irradiación con luz Cerenkov proveniente de 18F-FDG y registro por espectrofotometría 

UV-Vis.  

Para evaluar el efecto fotosensibilizador de la CR sobre la DOX se agregó 18F-FDG a las soluciones 

de DOX-ABMA y DOX-DCPIP (Tabla 3); se mantuvieron durante 24 horas en obscuridad total y 

seguidamente se registraron los cambios en el espectro UV-Vis. Los experimentos se llevaron a cabo 

por triplicado: 

 

Tabla 3. Soluciones irradiadas con luz Cerenkov proveniente del 18F-FDG. 

SOLUCIONES PREPARACIÓN 

DOX + ABMA + 18F-FDG 
6 soluciones con 0, 350, 450, 650, 750 y 1000 μCi de 18F-FDG + 

62,5 μg/mL de DOX + 50 μM de ABMA 

DOX + DCPIP + 18F-FDG 
6 soluciones con 0, 450, 650, 750, 900 y 1000 μCi de 18F-FDG + 

62,5 μg/mL de DOX + 50 μM de DCPIP. 
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6.5.1.4. Estudios in vitro. 

Para los estudios in vitro se utilizaron células T47D que se trataron de acuerdo con el Esquema 1. 

 

Esquema 1. Procedimiento para los estudios in vitro con T47D. 

 

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

cultivo utilizando 2 mL de tripsina/EDTA y se dejaron incubar en la caja de cultivo por tres minutos 

a 37 °C con 5 % de CO2. Transcurrido este tiempo, se agregaron 2 mL de medio RPMI+SFB (suero 

fetal bovino) para neutralizar a la tripsina/EDTA.  Se trasfirieron las células a un tubo cónico de 15 

mL y se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos. Se desechó el sobrenadante y el botón obtenido 

se resuspendió en 1 mL de medio RPMI y se realizó un conteo de células utilizando una cámara de 

Neubauer.   

  

Para realizar el conteo celular se tomaron 10 µl de la suspensión celular y se mezclaron con solución 

de azul de tripano (10 µl), posteriormente se colocó la mezcla en la cámara Neubauer (10 µl); las 
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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 

cuenta la cantidad de células vivas en cada cuadrante: El cálculo de células vivas por mililitro de 

solución se realiza usando la siguiente ecuación:  

Número de células/mililitro = Promedio de células 
.
 2 . 10,000 

(El 2 corresponde al factor de dilución). 

 

6.5.1.5. Determinación del índice de combinación DOX / 18F-FDG. 

A partir de los valores de IC50 en células T47D en presencia de DOX, 18F-FDG y la combinación 

5nM DOX/18F-FDG se determinó el índice de combinación mediante la ecuación: 

𝐶𝐼 =  
𝑎

𝐴
+

𝑏

𝐵
 

Donde: 

a: IC50 en células T47D en la combinación DOX/18F-FDG  

A: IC50 en células T47D en 18F-FDG 

b: Valor de DOX en el sistema de combinación DOX/18F-FDG (5 nM) 

B: IC50 de DOX en células T47D 

 

6.5.2. Obtención de las nanocápsulas de rHDL/DOX/177Lu y determinación de sus propiedades 

como posibles agentes para terapia multimodal.  

6.5.2.1. Cuantificación relativa de la expresión del receptor SR-B1. 

La expresión relativa del receptor SR-B1 en células T47D y PC3 se determinó mediante la técnica 

Western Blot: Células T47D y PC3 (entre 1x106 y 5x106 células) se lisaron con el buffer de lisis (Tris 

0,5 M a pH 6,8, EDTA 0,2 M a pH 8,0, EGTA 50 mM a pH 7,9, β-mercaptoetanol) suplementado 

con inhibidores de proteasas (leupeptin, aproptinin, PMSF). El lisado de células se recolectó por 

centrifugación. La proteína total se cuantificó por el método de Bradford. Iguales cantidades de las 

proteínas totales extraídas de ambas células se separaron por electroforesis SDS-PAGE. La 

separación se transfirió a una membrana de PVDF que se incubó con anticuerpos primarios 

específicos para el SR-B1. Posteriormente se incubó con el anticuerpo secundario α-anti-rabbit biotin. 

El nivel de expresión de la proteína SR-B1 se determinó con relación al nivel de expresión de actina. 

La imagen de la membrana se analizó con el software Image J.  
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6.5.3. Preparación general de las nanocápsulas y liposomas. 

Las nanocápsulas (Figura 11) se prepararon y cargaron con DOX en el laboratorio de Química de la 

Universidad Autónoma del Estado de México y posteriormente se radiomarcaron con 177Lu en el 

Laboratorio Nacional de Investigación y Desarrollo de Radiofármacos (CONACYT-LANIDER) 

radicado en el Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares (ININ). La preparación de las 

nanocápsulas de rHDL se realizó por el método reportado por el grupo de investigación UNTHSC 

Sabnis et al., (2012) con ligeras modificaciones. Se prepararon nanocápsulas de rHDL: (a) Vacías, 

(b) Cargadas con 177Lu, (c) Cargadas con DOX y (d) Cargadas con DOX y 177Lu. Los liposomas (a) 

vacíos y (b) cargados con 177Lu se prepararon según la metodología de Toro-Córdova et al., 2016.  

 

   

   

Figura 11. Nanocápsulas simples. 

 

6.5.3.1. Preparación de nanocápsulas de rHDL. 

En un vial de vidrio conteniendo 300 µL de fostatidil colina de yema de huevo (EYPC, Egg Yolk 

Phosphatidil Cholina), 7 µL de colesterol libre (FC, Free Colesterol) y 7,5 µL de éster de colesterol 

(CE, Colesterol Ester); todo disuelto en 200 µL de cloroformo:  

1) Se añadieron, para preparar la rHDL/DOX, 200 mg de clorhidrato de doxorubicina 

(DOX.HCl) disueltos en el menor volumen posible de cloroformo. En el caso de la rHDL 

vacía, se omitió este paso. 

2) Se homogenizó la mezcla en un vórtex durante 15 segundos y se evaporó el solvente por flujo 

de N2 (g) o al vacío en baño ultrasónico a 4°C. Al eliminar el solvente se observó una fina 

película de “polvillo” en las paredes del vial que corresponde a los lípidos resultantes. 

3) Esta película lipídica se dispersó con 60 µL de DMSO.  

DOX 

Liposomas rHDL/DOX rHDL vacía 
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4) Se añadió al vial un mg de Apo-A1 y 140 µL de colato de sodio (20 mg / mL, en tampón) y 

se completó el volumen hasta 2 mL con un tampón de Tris compuesto por Tris 10 mM, KCl 

0,1 M y EDTA 1 mM ajustado a pH 8. 

5) El vial se cerró y se selló con parafilm y la mezcla se homogeneizó agitando en vórtex durante 

15 segundos.  

6) La mezcla homogeneizada se transfirió a una membrana de diálisis de celulosa de 14 kDa y 

se dializó en un agitador a 4°C durante 48 horas con 3-4 cambios de la solución de diálisis.  

7) Después de la diálisis, se filtró el contenido de la membrana, primero usando un filtro 

Millipore de 0,45 µm y luego otro de 0,22 µm.  

8) El filtrado final se transfirió a un vial de vidrio oscuro. 

 

6.5.3.2. Preparación de los liposomas. 

1) Se preparó una mezcla (60:5:35) % de soybean l-α-phosphatidylcholine (HSPC);1,2-

distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N- [methoxy (polyethylene glycol)-2000] 

(DSPE-mPEG2000); y colesterol, disueltos todos en cloroformo:metanol (2:1).  

2) Esta mezcla se añadió, gota a gota, a agua bidestilada a 70°C para producir una emulsión de 

agua / aceite.  

3) Los liposomas se formaron tras evaporar los disolventes en un evaporador rotatorio bajo 

sonicación.  

4) La suspensión de liposomas coloidales se transfirió a una membrana de diálisis de celulosa de 

14 kDa y se dializó en un agitador a 4°C durante 48 horas con 3-4 cambios de la solución de 

diálisis.  

5) Tras la diálisis, el contenido de la membrana se filtró, primero con un filtro Millipore de 0,45 

µm y luego con otro de 0,22 µm.  

6) El filtrado final se transfirió a un vial de vidrio oscuro.  

7) Las muestras de rHDL y liposomas se disolvieron en Triton X-100 al 1% y el contenido de 

fosfolípidos se determinó espectrofotométricamente mediante un kit de ensayo de 

fosfolípidos.  

8) El contenido de proteínas de la rHDL se determinó mediante un kit BCA para determinación 

de proteínas. 

 



Hilda Angeline Quintos Meneses  UAEMéx 
 

~ 48 ~ 

 

6.5.4. Caracterización fisicoquímica de las nanocápsulas.  

Se llevó cabo en el Laboratorio Nacional de Investigación y Desarrollo de Radiofármacos 

(LANIDER) del Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares (ININ). Se realizaron los siguientes 

análisis: 

 

6.5.4.1. Caracterización por espectrofotometría UV-Vis. 

Los espectros UV-Vis de las suspensiones de rHDL vacía, rHDL/DOX, liposomas vacíos, solución 

farmacéutica comercial de DOX.HCl (2 mg / mL) y de la suspensión farmacéutica comercial de DOX 

liposomal (2 mg / mL), se obtuvieron a temperatura ambiente con un espectrofotómetro Perkin Elmer 

(Lambda-Bio) con una resolución de 1 nm en el rango de 300 a 700 nm. En todos los casos se utilizó 

una cubeta de cuarzo de volumen reducido con 2 caras transparentes (capacidad de 0,5 mL) y un 

camino óptico de 1 cm. 

 

6.5.4.2. Tamaño por dispersión dinámica de luz (DLS). 

El tamaño de las partículas de las suspensiones de rHDL/DOX, rHDL vacías y liposomas vacíos, se 

determinó mediante dispersión dinámica de luz (DLS) (analizador de ondas Nanotrac). Se colocó una 

muestra de 100 µL de cada solución coloidal en la celda de prueba y se completó el volumen de la 

celda con PBS 1X a pH 7,4. 

 

6.5.4.3. Tamaño por microscopía electrónica de transmisión (TEM) 

Se utilizó un microscopio JEOL-EMDSC-U10A (JEOL, Japón), que se operó a 200 kV. Las muestras 

se dejaron caer gota a gota sobre una rejilla de cobre recubierta de carbono y se evaporaron al vacío 

antes de realizar la medición. 

 

6.5.4.4. Estabilidad de las suspensiones coloidales de las nanocápsulas 

La estabilidad de las suspensiones coloidales de las nanocápsulas de rHDL, rHDL/DOX y liposomas 

vacíos se evaluó mediante la determinación del tamaño de las partículas a diferentes tiempos (0, 2, 4, 

6, 12 y 24 horas) mediante DLS (analizador de ondas Nanotrac). 
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6.5.4.5. Eficiencia de carga de las nanocápsulas de rHDL/DOX. 

La eficiencia de carga se determinó de acuerdo con el método reportado por Yuan et al., 2013: 

1) Se preparó una curva de calibración (0-3000 µM) a temperatura ambiente a partir de la 

suspensión farmacéutica comercial de DOX liposomal (2 mg/mL).  

2) Se tomaron diferentes volúmenes de DOX liposomal (2 mg/mL) y se disolvieron en Tritón X-

100 al 1% antes de la medición de la absorbancia a 480 nm.  

3) La curva de calibración se utilizó para determinar la concentración final de DOX.HCl en el 

nanosistema 

4) Las muestras de la suspensión coloidal de rHDL/DOX también se disolvieron en una solución 

de Triton X-100 al 1% antes de medir la absorbancia. En todos los casos, se utilizó Triton X-

100 como blanco.  

5) Conociendo la concentración inicial de DOX.HCl (200 mg/2 mL) utilizada en la preparación 

de rHDL-DOX y de DOX.HCl incorporada en la rHDL/DOX (calculada a partir de la curva 

de calibración), se calculó la eficiencia de carga (%) utilizando la siguiente relación: 

 

Concentración de DOX. HCl incorporada en la rHDL/DOX 

Concentración inicial de DOX. HCl
 x 100 

 

6.5.5. Evaluación in vitro del efecto fotodinámico de rHDL/DOX en células T47D. 

6.5.5.1. Variación del tiempo de irradiación a concentración constante de nanocápsulas 

rHDL/DOX. 

Para esta evaluación se irradió con un diodo láser de 450 nm (potencia de 1400 mW) un cultivo de 

células T47D en presencia de nanocápsulas de rHDL/DOX (concentración 1 nM) a diferentes tiempos 

(0, 1, 2, 3, 4 y 5 minutos). Como control se utilizó PBS. La viabilidad celular se evaluó mediante el 

ensayo XTT. A continuación, se describe a detalle el procedimiento: 

 

En tres placas de 48 pocillos, se sembraron las células de forma alterna (18 pocillos/placa) para 

garantizar que ningún pozo recibiera luz dispersa de los pozos adyacentes durante la irradiación. En 

cada pozo se sembraron 4×104 células T47D en 200 µL de medio RPMI suplementado con 1% de 

antibióticos y 10% de suero bovino fetal. Las tres placas se incubaron durante 24 horas a 37°C en una 

atmósfera de 5% de CO2 y 85% de humedad.  

 



Hilda Angeline Quintos Meneses  UAEMéx 
 

~ 50 ~ 

 

A las células de la placa 1 se les aplicó 60 µL de PBS 1X a pH 7,4 (control). A las células de la placa 

2 se les aplicó 60 µL de solución 1 nM de DOX.HCl y a las células de placa 3 se les aplicó 60 µL de 

una suspensión de rHDL/DOX, que contenía 1 nM de DOX.HCl. Las placas se irradiaron con el láser 

a los tiempos ya señalados (3 pozos para cada tiempo). Para la irradiación el láser se colocó a una 

distancia de las placas tal que su punto coincidía perfectamente con el diámetro de cada pozo. 

Inmediatamente después de los tratamientos, las células se incubaron durante 24 horas a 37°C en una 

atmósfera de 5% de CO2 y 85% de humedad. Tras la incubación, se determinó la viabilidad celular 

mediante el ensayo XTT. 

 

6.5.5.2. Variación de la concentración de rHDL/DOX para un tiempo de irradiación constante. 

En esta evaluación se mantuvo constante el tiempo de irradiación (3 min) y se varió la concentración 

de las nanocápsulas de rHDL/DOX en el cultivo de células T47D (4x104 en 200 μL de RPMI). El 

procedimiento empleado fue similar al anterior. Se utilizaron concentraciones de rHDL/DOX de 0,01, 

0,1, 1, 10, 50, 500 y 5 000 nM). A continuación, se describe a detalle el procedimiento:  

 

Las células T47D se sembraron alternativamente en una placa de 48 pocillos, cubriendo un total de 

24 pocillos. En cada pozo, se cultivaron 4×104 células T47D en 200 µL de medio RPMI suplementado 

con 1% de antibióticos y 10% de suero bovino fetal. La placa se incubó durante 24 horas a 37°C en 

una atmósfera de CO2 al 5% y 85% de humedad. Después de la incubación, se aplicaron 60 µL de los 

siguientes tratamientos por triplicado (n = 3): (i) PBS 1X a pH 7,4 (control); rHDL/DOX, con las 

siguientes concentraciones de DOX.HCl: (ii) 0,01 nM, (iii) 0,1 nM, (iv) 1 nM, (v) 10 nM, (vi) 50 nM, 

(vii) 500 nM y (viii) 5000 nM. Cada pocillo se irradió durante 3 min con el diodo láser en las 

condiciones ya descritas. Inmediatamente después de los tratamientos las células se incubaron durante 

24 horas a 37 °C en una atmósfera de CO2 al 5% y 85% de humedad. Después de la incubación, se 

determinó la viabilidad celular mediante el ensayo XTT. La curva de supervivencia celular obtenida 

se comparó con la curva de toxicidad oscura de DOX.HCl (Esquema 1). 

 

6.5.5.3. Captación celular de nanocápsulas rHDL/DOX y evaluación intracelular de ROS. 

Se sembraron 2,5×105 de células T47D en un portaobjetos de 5 cámaras y se incubaron en CO2 al 5% 

y 85% de humedad durante 24 horas. Tras la incubación se aplicaron los siguientes tratamientos (uno 

por portaobjetos): 
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(i) 30 μL de medio RPMI (control 1), (ii) 30μL de rHDL/DOX, (iii) 30μL de rHDL/DOX tras 30min 

de pretratamiento con 200 µL Apo-A1 (1 mg/mL), (iv) 30μL de medio RPMI (control 2), (v) 30μL 

de rHDL/DOX. En cada tratamiento, las células se incubaron durante 1 hora. 

 

Después de este tiempo, en los tratamientos (i), (ii) y (iii), se decantó el medio, y las muestras se 

lavaron tres veces con PBS 1X (pH 7,4) y se fijaron después. Las células del tratamiento (v) se 

irradiaron a 450 nm durante 15 minutos. Tras la irradiación, se añadió el reactivo CellROX Green 

(485/520 nm), a una concentración de 5 µM. Las células del tratamiento (iv) no fueron irradiadas, 

pero también se añadió el reactivo CellROX Green a la misma concentración. Los tratamientos (iv) 

y (v) se incubaron durante 30 minutos a 37°C tras la adición de CellROX. A continuación, se decantó 

el medio y las muestras se lavaron tres veces con PBS 1X (pH 7,4) y se fijaron con formaldehído al 

2% durante 15 minutos. Transcurrido este tiempo, se lavaron de nuevo con PBS 1X. A excepción del 

tratamiento (i), se añadió el marcador fluorescente 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) al resto de las 

muestras. Todas las muestras se cubrieron con un cubreobjetos y se incubaron a 37°C durante 5 

minutos en la oscuridad antes de la adquisición de imágenes con el microscopio de fluorescencia 

Nikon Eclipse. 

 

6.5.6. Preparación del complejo 177Lu-p-SCN-Bn-DOTA (177Lu–DOTA). 

El complejo se preparó añadiendo una solución de 177LuCl3 (15-18 MBq en 10 µL) a una solución de 

p-SCN-Bn-DOTA (500 µL de 1 mg/mL en tampón acetato 0,2 M, pH 5,0). La mezcla se incubó 

durante 1 hora a 37°C. El rendimiento de la reacción se determinó por ITLC-SG, utilizando NaCl al 

0,9% como fase móvil, y por RP-HPLC. En la separación por RP-HPLC se utilizó una columna C18 

(μ Bondapak C18 column; 125 Å, 10μm, 3.9 mm × 150 mm, Waters) en un sistema Waters Empower 

acoplado a un detector UV-Vis (matriz de diodos) y a un detector de radiactividad. La separación se 

realizó durante 35 min, a un flujo de 1 mL min-1, utilizando un gradiente de agua/acetonitrilo que 

contenía 0,1% de TFA de 95/5 (v/v) a 20/80 (v/v).  

 

En el ITLC-SG, el 177Lu3+ (Rf = 1) se desplazó con el disolvente (NaCl 0,9%) y el 177Lu-DOTA 

permaneció en el origen (Rf = 0). En el sistema RP HPLC, 177Lu3+ tuvo un tiempo de retención de 3 

minutos y 177Lu-DOTA tuvo un tiempo de retención de 13,98 minutos. 
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6.5.7. Radiomarcado de nanocápsulas rHDL/DOX, rHDL y liposomas con 177Lu (177Lu-DOTA-

p-Bz-SCN). 

El radiomarcado se llevó a cabo en el Laboratorio Nacional de Investigación y Desarrollo de 

Radiofármacos (LANIDER) del Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares (ININ). 

1) Se preparó el compuesto hidrofóbico de 177Lu, 177Lu-DOTA-p-Bz-SCN, el cual se internalizó 

de manera pasiva en el núcleo de la rHDL. 

2) Se añadió un volumen de 100 µL de 177Lu-DOTA a 1 mL de cada una de las nanocápsulas 

previamente preparadas (rHDL vacías, rHDL/DOX, y liposomas vacíos).  

3) Las mezclas se incubaron a 40°C durante 1 h. Tras la incubación, se transfirieron a tubos de 

centrífuga de membrana (MWCO 30.000 Da) y se centrifugaron a 500 g durante 15 minutos.  

4) Las fracciones que migraron de las membranas representan los compuestos con un peso 

molecular inferior a 30.000 Da, mientras que los compuestos con un peso molecular superior 

a 30.000 Da permanecieron en las membranas.  

5) Todas las fracciones se midieron con un detector de centelleo de cristal de tipo pozo (Auto In-

v-tron 4010; NML Inc., Houston, Texas, USA).  

 

La actividad de las fracciones que migraron de las membranas se debe a la actividad del 177Lu-DOTA 

no internalizado por la nanocápsula, mientras que la actividad de las fracciones que permanecieron 

en las membranas se debe al 177Lu asociado a la nanocápsula en forma del complejo 177Lu-DOTA. A 

partir de las actividades encontradas, tanto fuera como dentro de las membranas, se determinaron las 

eficiencias de radiomarcado de las nanocápsulas de la siguiente manera: 

 

Actividad de la membrana

Actividad de la membrana + Actividad fuera de la membrana
 

 

El contenido de las membranas se extrajo y se almacenó en viales de vidrio oscuros. A partir de este 

momento se tuvieron listas para pruebas subsiguientes 5 tipos de nanocápsulas (Figura 12):  

• Las rHDL vacías 

• Las rHDL cargadas con doxorrubicina (rHDL/DOX) 

• Las rHDL radiomarcadas con lutecio (rHDL/177Lu) 

• Las rHDL cargadas con doxorrubicina y radiomarcadas con lutecio (rHDL/DOX/177Lu) 

• Los liposomas radiomarcados con lutecio 
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Figura 12. Tipos de nanocápsulas obtenidas. 

 

6.5.8. Experimentos in vitro con las nanocápsulas. 

6.5.8.1. Captación celular de rHDL/DOX/177Lu, rHDL/177Lu y liposomas /177Lu. 

Se recolectaron células T47D, PC3 y H9C2 y se diluyeron en PBS 1X (pH 7,4). Se añadió una 

suspensión de 1,5×105 células a 27 tubos de 3 mL de capacidad (9 tubos para cada línea celular), y el 

volumen del contenido de cada tubo se ajustó a 1 mL añadiendo PBS 1X (pH 7,4). A los 9 tubos de 

cada línea celular se les añadió 40 kBq de los siguientes tratamientos (n = 3): (i) rHDL/DOX/177Lu, 

(ii) rHDL/177Lu, y (iii) 177Lu-DOTA. 

 

Las células se incubaron a 37°C durante 1 hora. Después de este tiempo, cada tubo se midió en un 

detector de pozo de centelleo de cristal (Auto In-v-tron 4010; NML Inc., Houston, Texas, USA) para 

determinar la actividad inicial del 177Lu-DOTA añadido. Los tubos se centrifugaron a 500 g durante 

10 minutos. El sobrenadante se decantó y el botón se lavó 2 veces con PBS 1X (pH 7,4). 

Posteriormente, se añadió 1 mL de una mezcla de ácido acético 0,2 mol/L/ NaCl 0,5 mol/L, y se 

dispersó el botón obtenido. Esta suspensión se midió también en el detector de centelleo de cristal de 

pozo (Auto In-v-tron 4010; NML Inc., Houston, Texas, USA). La actividad encontrada correspondió 

a la actividad del total de 177Lu captado por la célula (actividad internalizada y unida a la membrana 

celular).  

 

Los tubos se centrifugaron de nuevo a 500 g durante 10 minutos, se decantó el sobrenadante y se lavó 

el botón 2 veces con PBS 1X (pH 7,4). La fracción de la actividad unida a la membrana se eliminó 

en el sobrenadante decantado. Finalmente, se añadió 1 mL de PBS 1X (pH 7,4) y se dispersó el botón 

obtenido. Esta suspensión también se midió en el detector de centelleo de cristal de pozo (Auto In v-

tron 4010; NML Inc., Houston, Texas, USA). La actividad encontrada corresponde a la actividad 
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total de 177Lu internalizado en la célula. A partir de los valores de actividad medidos, se calculó el 

porcentaje de captación e internalización total de los diferentes sistemas marcados con 177Lu. 

 

6.5.8.2. Evaluación de la saturación. 

Se recolectaron células PC3 y se diluyeron en PBS 1X (pH 7,4). Se añadió una suspensión de 1,5×105 

de células a 36 tubos de 3 mL de capacidad cada uno, y el volumen total del contenido de cada tubo 

se ajustó a 1 mL añadiendo PBS 1X (pH 7,4). Se añadió a los tubos un volumen de 120 µL de 12 

concentraciones diferentes de rHDL/177Lu (n = 3) y las mezclas se incubaron durante 1 hora a 4°C. 

 

Después de la incubación, los tubos se midieron en el detector de centelleo de cristal tipo pozo (Auto 

In-v-tron 4010; NML Inc., Houston, Texas, USA) para determinar la actividad total de 177Lu en cada 

uno. A continuación, se centrifugaron a 500 g durante 5 minutos y se descartaron los sobrenadantes. 

El botón obtenido se lavó tres veces con PBS 1X frío (pH 7,4), y la actividad de 177Lu asociada se 

midió en un detector de centelleo de cristal de tipo pozo (Auto In-v-tron 4010; NML Inc., Houston, 

Texas, USA). El porcentaje de actividad asociada a la célula se calculó como: 

  

Actividad del botón

Actividad total agregada
 x 100 

 

Se repitió el mismo procedimiento con los liposomas/177Lu.  

La concentración de rHDL/177Lu y de liposomas/177Lu, se expresó en términos de contenido de 

fosfolípidos, que se determinó mediante un kit de ensayo de determinación de fosfolípidos 

 

6.5.8.3. Evaluación de citotoxicidad. 

Se realizaron 2 tipos de experimentos para evaluar citotoxicidad, que se detallan en la Tabla 4. 
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Tabla 4. Descripción de los experimentos de evaluación de la citotoxicidad de los sistemas 

preparados. 

 
Líneas celulares 

empleadas  
Tratamientos empleados para pruebas 

Experimento 1 PC3 y H9C2 

1. PBS 1X pH 7,4 (control) 

2. Nanocápsulas de rHDL vacías 

3. Nanocápsulas rHDL/DOX 

4. Nanocápsulas rHDL/DOX/177Lu 

5. DOX en solución 

6. DOX 5X en solución 

7. Complejo aislado de 177Lu DOTA 

Experimento 2 T47D y fibroblastos 

1. PBS 1X pH 7,4 (control) 

2. Nanocápsulas rHDL vacías 

3. Nanocápsulas rHDL/DOX 

4. Nanocápsulas rHDL/177Lu 

5. Nanocápsulas rHDL/DOX/177Lu 

6. Nanocápsulas DOX/ 177Lu 

7. Complejo aislado de 177Lu DOTA 

 

Experimento 1 de citotoxicidad: En 35 pocillos de una placa de 96 pocillos, se sembraron 1×104 de 

células PC3 por pocillo, y en otros 35 pocillos, 1×104 de células H9C2 por pocillo. Las células se 

cultivaron en medio RPMI suplementado con 10% de suero bovino fetal y 1% de antibióticos y se 

incubaron durante 24 horas a 37°C con 5% de CO2 y 85% de humedad. Después de este tiempo, las 

células se sometieron a 50 µL de uno de los siguientes tratamientos (n = 5) (i) Control, PBS 1X (pH 

7,4), (ii) rHDL, (iii) rHDL/DOX, (iv) rHDL/DOX/177Lu, (v) DOX.HCl, (vi) DOX.HCl (5X), y (vii) 

177Lu DOTA. Las células se incubaron durante 48 horas a 37°C con un 5% de CO2 y un 85% de 

humedad. Tras el periodo de incubación, se determinó la viabilidad celular mediante el ensayo XTT. 

Los tratamientos (ii), (iii) y (iv) tenían la misma concentración de rHDL. La actividad de 177Lu en los 

tratamientos (iv) y (vii) fue la misma. La concentración de DOX.HCl en los tratamientos (iii), (iv) y 

(v) fue la misma. La concentración de DOX.HCl en el tratamiento (vi) fue 5 veces superior a la del 

tratamiento (v). En todos los casos, el 177Lu estaba presente en forma de complejo 177Lu-DOTA. 

 

Experimento 2 de citotoxicidad: Se emplearon células T47D y fibroblastos. Los tratamientos en 

este caso fueron (n = 5) (i) PBS 1X (pH 7,4) (control), (ii) rHDL, (iii) rHDL/DOX, (iv) rHDL/177Lu, 

(v) rHDL/DOX/177Lu, (vi) DOX.HCl/177Lu, y (vii) 177Lu-DOTA. La actividad de 177Lu y la 

concentración de DOX.HCl para estos tratamientos fueron la mitad de las empleadas en el 

Experimento 1. 
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6.5.9. Biodistribución in vivo y ex vivo. 

6.5.9.1. Biodistribución in vivo de rHDL/RB/177Lu en ratones sanos. 

Para este estudio se utilizó Rodamina B (RB) en lugar de DOX.HCl. Tres ratones sanos (6-7 semanas 

de edad) se inyectaron por vía intravenosa bajo anestesia (mezcla de oxígeno y 2% de isoflurano); 

dos de ellos, con rHDL/RB/ 177Lu (100 μL, 8 MBq) y el tercero sólo con RB. La absorbancia del RB 

en los ratones inyectados fue la misma, indicando la misma concentración. Las imágenes se 

obtuvieron con el sistema de imágenes preclínicas In-vivo Xtreme (Bruker). Las imágenes 

radioisotópicas estáticas se adquirieron en posición prona. Se utilizó un colimador de agujeros 

paralelos de 10 x 6 cm para obtener la imagen 2 horas después de la inyección. Las imágenes de 

fluorescencia y luminiscencia se adquirieron en posición supina 2 horas después de la inyección. Los 

parámetros de adquisición incluyeron el FOV (10 cm), el tiempo de exposición (2 s), la parada f (1,1) 

y el binning (4 x 4 píxeles). Para las imágenes de fluorescencia la longitud de onda de excitación fue 

de 550 nm y la de emisión de 600 nm. También se adquirieron imágenes planas de rayos X. Las 

imágenes de fluorescencia y de rayos X ex vivo del hígado, los riñones y el intestino se adquirieron 

24 horas después de la inyección. 

 

6.5.9.2. Biodistribución ex vivo de rHDL/DOX/177Lu en ratones con tumor inducido. 

Los ratones desnudos atímicos Balb/c (6-7 semanas de edad), portadores de tumores PC3 en la parte 

superior de la espalda, se inyectaron por vía intravenosa (n = 3) e intratumoral (n = 3) con el sistema 

rHDL/DOX/177Lu (100 μL, 8 MBq) bajo anestesia (mezcla de oxígeno y 2% de isoflurano). Después 

de 24 horas post inyección los animales se sacrificaron en una cámara de CO2 que liberó gradualmente 

oxígeno a 0,5 L/min durante 10 min, de modo que se durmieron antes del sacrificio, eliminando así 

el sufrimiento. Se extrajo la sangre, el corazón, el bazo, el intestino, el páncreas, los riñones, el hígado, 

los pulmones, el músculo, el hueso y el tumor y se colocaron en bolsas de nylon cuidadosamente 

pesadas. La actividad de 177Lu de cada órgano y del tumor se midió en un detector de centelleo de 

cristal de tipo pozo (Auto In-v-tron 4010; NML Inc., Houston, Texas, EE. UU.), junto con 2 alícuotas 

estándar de la actividad inyectada, que representaban el 100% de la dosis inyectada. La actividad 

medida se utilizó para calcular el porcentaje de actividad inyectada por gramo de tejido (%ID/g).  
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6.6. Análisis de datos 

Se utilizó la prueba t de Student, a fin de comparar los resultados de los experimentos. Las diferencias 

con una p < 0,05 para la prueba de una cola se consideraron significativas. 

 

6.7. Aspecto ético e implicaciones bioéticas. 

La investigación del presente trabajo se realizó de acuerdo con las normas NOM-012-STPS-1999 

(2012) para condiciones de seguridad e higiene en los centros de trabajo donde se produzcan, usen, 

almacenen o transporten fuentes de radiación, NOM-004-NUCL-2013 (2013) de clasificación de los 

desechos radiactivos y NOM-36-NUCL-2001 (2001) de los requerimientos para instalaciones de 

tratamiento y acondicionamiento de desechos radiactivos.  

 

Los experimentos de investigación con animales como inducción de tumores, biodistribución y 

adquisición de imágenes SPECT/CT en los ratones atímicos fueron realizados bajo los lineamientos, 

normas legales y éticas del Comité de Ética y las autoridades correspondientes de nuestra 

organización de investigación, así como los lineamientos para el uso de animales de laboratorio 

establecidos en la Norma Oficial Mexicana -NOM-062-ZOO-1999 (2001) y en las recomendaciones 

de la Guía para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de los Institutos Nacionales de Salud 

(2011) 

 

Los desechos biológicos tanto animales como de las células de cáncer, se manejaron de acuerdo con 

la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002 (2003).  
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7. Resultados. 

7.1. Artículos publicados. 

Se publicaron dos artículos con los resultados de la presente tesis. 

 

7.2. Títulos de los artículos publicados. 

 

Artículo 1: “In vitro irradiation of doxorubicin with 18F-FDG Cerenkov radiation, potential 

application as a theragnostic system”. (2020). Journal of Photochemistry and Photobiology B, 

210, 111961. DOI: https://doi.org/10.1016/j.jphotobiol.2020.111961 

 

 Artículo 2: “A Multimodal Theranostic System Prepared from High-Density Lipoprotein Carrier 

of Doxorubicin and 177Lu”. (2021). Journal of Biomedical Nanotechnology. 17 (11):2125-2141. 

DOI: 10.1166/jbn.2021.3179. 
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7.3. Página frontal del Primer Artículo.  
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7.4. Página frontal del Segundo Artículo. 
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8. Discusión General. 

El desarrollo del sistema de terapia multimodal basado en nanocápsulas de rHDL/DOX/177Lu capaz 

de dirigirse a tumores que sobreexpresan el receptor SR-B1 se basó en las siguientes consideraciones: 

 

a) Otros autores habían demostrado la sinergia positiva quimioterapia-TFD a partir de 

nanosistemas con DOX como agente quimioterapéutico (Aniogo et al., 2017; Candido et al., 

2018; Sadeghloo et al., 2020; Tan et al., 2020) pero sin tener en cuenta sus propiedades como 

fotosensibilizador.  

 

b)  Uno de los mecanismos aceptados sobre el efecto antitumoral y cardiotóxico de la DOX es 

el estrés oxidativo (Pugazhendhi et al., 2018) provocado por ROS (O2
-• , HO• y H2O2) que se 

incrementa al irradiar con láser (Lanks et al., 1994; Shah et al., 2017). Por lo tanto, se pensó 

que la DOX podía utilizarse no solo como quimioterapéutico, sino también como 

fotosensibilizador para aumentar la producción de ROS, a pesar de su bajo quatum yield de 

fluorescencia (Motlagh et al., 2016; Shah et al., 2017). 

 

c) Si la DOX se acumulara en un tumor interno y se irradiara in vivo con un láser externo de 480 

nm, la luz no llegaría al tumor debido a su escasa penetración en el tejido. Para lograr el efecto 

fotodinámico se tendría que utilizar una fuente de excitación lo más cercana posible al sitio 

de acumulación. La CR que se produce cuando la radiación - atraviesa el tejido, se ha 

utilizado como fuente interna de luz en TFD (Kamkaew et al., 2016). El problema quedaría, 

entonces resuelto si se diseñara un nanosistema capaz de transportar al mismo tiempo la DOX 

y un radionúclido - emisor.  

 

d) La rHDL es una nanopartícula ideal por su capacidad de carga multimodal y propiedad de 

liberar la carga transportada en el núcleo a través de los receptores SR-B1 (Simonsen, 2016). 

 

Este trabajo de tesis se encaminó a evaluar en primer lugar, la capacidad de la DOX como PS al ser 

irradiada con un láser. Se demostró la formación de ROS mediante fotoblanqueo de soluciones de 

DOX-ABMA y de DOX-DCPIP. El fotoblanqueo de la solución de DOX-ABMA indica la presencia 

de (1O2) (Cáceres et al., 2017; Alea-Reyes et al., 2017) y el de la solución de DOX-DCPIP indica la 



Hilda Angeline Quintos Meneses  UAEMéx 
 

~ 62 ~ 

 

formación del O2
*- (Ikediobi, 1977). Se calcularon las velocidades de fotoblanqueo de ambas 

soluciones y se demostró que la principal especie que se produce es el 1O2. Con este resultado se 

confirmó la hipótesis de que la DOX constituye un buen candidato para diseñar un sistema dual 

quimioterapia-TFD. 

  

El segundo paso requirió demostrar la posibilidad de fotoactivar la DOX por CR. A partir del espectro 

Cerenkov construido por Jiménez-Mancilla et al., (2019) y del espectro de excitación de la DOX 

reportado por Shah et al., (2017), se contempló la posibilidad de excitar la antraciclina con esta fuente 

de luz. El tercio inferior de la banda de excitación de la DOX (de 380-450nm) coincide con las 

longitudes de onda de mayor intensidad del espectro Cerenkov en esta región. Por lo tanto, en teoría, 

la CR del 18F debía excitar a la DOX. Los resultados demostraron que la DOX producía también ROS 

al irradiarse con CR provocada por 18F-FDG. Las soluciones DOX+ABMA+18F-FDG y 

DOX+DCPIP+18F-FDG mostraron un fotoblanqueo proporcional a la actividad del 18F-FDG 

presente, lo que demuestra la formación de 1O2 y O2
•-. Al igual que cuando se irradió con luz láser de 

450 nm, la principal especie producida fue el 1O2. 

 

El tercer paso consistió en demostrar el efecto citotóxico DOX + 18FDG. Mediante estudios in vitro 

se constató que la viabilidad de células T47D disminuía significativamente (p< 0,01) en presencia de 

DOX + 18FDG con relación a las células tratadas únicamente con DOX o con 18F-FDG (resultado 

muy notorio a los 37,5 μCi) (Tabla 5). Esta disminución dosis-dependiente se debe al efecto tóxico 

combinado de DOX en su función dual de agente quimioterapéutico y PS y a la interacción con el 

tejido celular tanto de los fotones de la aniquilación positrónica del 18F-FDG como de la CR producida 

en el medio. La sinergia de todos estos efectos aumenta la eficacia del sistema DOX + 18FDG.  

 

 

 

 

 

 

 

 



Hilda Angeline Quintos Meneses  UAEMéx 
 

~ 63 ~ 

 

Tabla 5. Efecto citotóxico in vitro en células T47D. 

μCi 
Viabilidad de células 

sin tratar 
Viabilidad de células con DOX 

0 μCi 100% 86%  
Viabilidad de células 

con 18F-FDG 
Viabilidad de células con DOX + 18F-FDG (50 μL) 

17 μCi 98 % 84 % 

37,5 μCi 84 % 64 % 

75 μCi 49 % 37 % 

112 μCi 31 % 20 % 

150 μCi 21 % 12 % 

 

El empleo del 18F-FDG como fuente de CR permite emplear la TFD con DOX en tumores de 

localización profunda al tiempo que se pueden adquirir imágenes del sitio de acumulación por 

tomografía por emisión de positrones (PET), ampliamente utilizada para la detección de tumores. Sin 

embargo, la idea inicial era obtener un sistema multimodal que incluyera también la radioterapia.  

 

Derivado de lo anterior, la etapa siguiente del trabajo consistió en preparar nanocápsulas de rHDL 

cargadas con DOX y con 177Lu (rHDL/DOX/177Lu). La selección del 177Lu en lugar del 18F se debió 

a las siguientes consideraciones: 

 

(a) Cualquier radionúclido - emisor producirá CR y excitará la DOX al igual que el 18F. Se sabe 

que en el efecto Cerenkov (una vez superada la energía umbral) la forma del espectro es la misma, 

independientemente de la partícula que viaja en el medio. Además, el 177Lu está caracterizado como 

un buen emisor de CR (Jiménez-Mancilla et al., 2019). 

 

(b) El 177Lu tiene un período de semidesintegración mayor que el del 18F, lo que constituye una 

ventaja para la preparación de radiofármacos terapéuticos. Califica, además, como radionúclido 

teranóstico debido a que emite partículas - y radiación . La radiación - proporciona un excelente 

efecto radiotóxico y la radiación  posibilita observar el sitio de acumulación mediante imagen 

SPECT. Un sistema multimodal basado en DOX y 177Lu en lugar de 18F sumaría la ventaja de la 

radioterapia, por lo que resultaría más atractivo.  
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Se prepararon nanocápsulas de rHDL vacías, de rHDL/DOX y liposomas vacíos con el objetivo de 

realizar comparaciones con sistemas ya conocidos. Las nanocápsulas preparadas mostraron tamaño 

y homogeneidad adecuados para atravesar la vasculatura del microambiente tumoral cuyo diámetro 

habitual es de 40 a 200 nm (Zein et al., 2020). Las nanocápsulas preparadas presentaron los siguientes 

diámetros: rHDL vacías:116.5 nm; rHDL/DOX: 113.5 nm; liposomas: 130.1 nm. Estos resultados 

coinciden con los publicados por Zein et al. (2020). El índice de polidispersidad (PDI) fue de 0,311, 

0,346 y 0,490 respectivamente, lo que indica una adecuada homogeneidad. 

 

Mediante espectrofotometría UV-Vis se demostró que las nanocápsulas de rHDL se cargaron con 

DOX. Los espectros de los liposomas vacíos y la rHDL vacías no mostraron ningún máximo de 

absorción, en tanto que los liposomas cargados con DOX (Doxil comercial), las rHDL/DOX y la 

DOX en solución mostraron el máximo de absorción a 480 nm característico de la DOX.  

 

Debido a la hidrofilicidad de la DOX la eficiencia de carga en la rHDL fue baja (1%), aunque similar 

a la reportada para micelas poliméricas con núcleo hidrofóbico (Washington et al., 2018; Soltantabar 

et al., 2020) y suficiente para demostrar el efecto combinado deseado. Según Lacko et al., (2007) 

para lograr una alta eficiencia de carga en el núcleo de la rHDL es necesario que la molécula a 

incorporar tenga un coeficiente de partición octanol:agua (expresado como logP) mayor a 1. El 

coeficiente de partición octanol:agua de la DOX.HCl expresado como logP es -0.28 (Manisha et al., 

2017), lo cual explica la baja eficiencia de carga obtenida.  

 

Se evaluó el efecto fotodinámico in vitro a una concentración constante de nanocápsulas rHDL/DOX 

(1nM) y a distintos tiempos de irradiación (0 a 5 min) empleando un láser de 450 nm. Se obtuvieron 

los siguientes resultados: 

 

a) Al irradiar las células T47D solas, la viabilidad celular se mantuvo por encima del 90% 

durante todo el periodo de irradiación.  

 

b) Al irradiar las células T47D con una solución 1 nM de DOX, se observó un ligero efecto 

fotodinámico a los 5 minutos de irradiación, pues la viabilidad celular se redujo a un 87% 

(13% de muerte celular).  
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c) Al irradiar las células T47D en presencia de nanocápsulas rHDL/DOX (1nM), la viabilidad 

celular a los 5 minutos disminuyó significativamente (p< 0,05) a un 80% lo que indica que el 

efecto combinado quimioterapia-TFD causó hasta un 20% de muerte celular (incluso a bajas 

concentraciones de DOX). 

 

Los resultados sobre el efecto fotodinámico in vitro al variar la concentración de DOX libre y en el 

sistema rHDL/DOX (0,01, 0,1, 1, 10, 50, 500 y 5,000 nM) e irradiando con un láser de 450 nm durante 

3 minutos mostraron que para observar un efecto apreciable quimioterapia+ TFD, cuando se utiliza 

DOX libre, se requieren concentraciones mínimas de 10 nM. Sin embargo, cuando la DOX se 

transporta en nanocápsulas de rHDL (rHDL/DOX) son suficientes concentraciones del orden de 1 

nM para disminuir la viabilidad celular por debajo del 70%. Estos resultados confirman que la 

irradiación de DOX con luz láser de 450 nm disminuye notoriamente la viabilidad celular de T47D, 

debido a la producción de ROS. La mayor toxicidad del sistema rHDL/DOX, en comparación con 

DOX sola en solución, se debe a tres factores:  

(1) El efecto quimioterapéutico propio de la DOX; (2) El efecto fotodinámico producido al irradiar 

DOX con el láser de 450 nm; y (3) Internalización celular de la DOX acarreada en la rHDL mediada 

por los receptores SR-B1 presentes en la superficie de las células T47D.  

 

Otros autores han informado de una mayor toxicidad en células tumorales provocada por la 

combinación rHDL/DOX en comparación con DOX en solución y, lo más importante, que la 

incorporación de DOX en nanocápsulas rHDL, no produce cambios significativos en las propiedades 

del quimiofármaco ni en las propiedades de las nanocápsulas (Kader y Pater, 2002).  

 

Para comprobar el mecanismo de internalización de la DOX encapsulada en la rHDL y la formación 

intracelular de ROS se realizó un ensayo de competencia con ApoA-1 utilizando microscopía de 

fluorescencia. Cuando las células T47D se trataron con 5μM de CellROX Green, en ausencia de 

rHDL/DOX, mostraron nula fluorescencia debido a una nula producción de ROS. Sin embargo, al ser 

tratadas durante 15 minutos con el sistema rHDL/DOX+ luz láser de 450nm y 5μM de CellROX 

Green, se obtuvo una clara imagen de fluorescencia que demuestra internalización de la DOX 

transportada por la rHDL y producción intracelular de ROS. 
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Tras comprobar que las nanocápsulas de rHDL/DOX mantenían sin variaciones significativas sus 

propiedades fisicoquímicas y de reconocimiento de los receptores SR-B1, se incorporó 177Lu en las 

nanocápsulas rHDL vacías, en rHDL/DOX y en liposomas. Para ello se internalizó de manera pasiva 

el complejo hidrofóbico 177Lu-p-Bn-DOTA-NCS (177Lu-DOTA). En todos los casos, la eficiencia del 

radiomarcado fue alta (en el rango de 88 a 92%).  

 

Se comprobó que la incorporación del 177Lu-DOTA tampoco afectó el reconocimiento específico de 

los receptores SR-B1 presentes en las células T47D y PC3 y por ende, tanto la DOX como el 177Lu 

encapsulados en la rHDL se internalizaron y fueron capaces de producir ROS. Igualmente, la 

captación de 177Lu en células PC3 fue diferente cuando se transporta en nanocápsulas de rHDL 

(rHDL/177Lu) y en liposomas (liposomas/177Lu). Mientras que la captación del 177Lu encapsulado en 

la rHDL (rHDL/177Lu) mostró una curva de saturación característica de la captación celular mediada 

por receptores, la captación del 177Lu encapsulado en liposomas aumentó monótonamente con el 

incremento de la concentración de liposomas/177Lu debido a que el mecanismo de captación es por 

difusión pasiva.  

 

La captación de nanocápsulas rHDL/DOX /177Lu por las células tumorales PC3 y T47D fue mayor (4 

y 5,5 veces, respectivamente) que la mostrada por cardiomiocitos H9C2, cuya expresión de receptores 

SR-B1 (comprobada previamente mediante ensayo por Western Blot) fue baja en comparación con 

las líneas tumorales. La captación del 177Lu trasportado por el sistema rHDL/DOX resultó 

directamente proporcional a la expresión de los receptores SR-B1 en las tres líneas celulares 

(H9C2<PC3<T47). Este resultado coincide con estudios previos de Mutharasan et al., (2016) y  

Johnson et al. (2017), en los que se había demostrado que la captación celular de agentes 

quimioterapéuticos en células que sobreexpresan el receptor SR-B1 se incrementa significativamente 

en comparación con células control cuando se encapsulan en rHDL.  

 

El reconocimiento específico de la rHDL/DOX/177Lu por los receptores SR-B1 se confirmó también 

al comparar la relación de captación (rHDL/DOX /177Lu) / (rHDL/177Lu), con la relación 

(rHDL/DOX/177Lu) / (177Lu-DOTA) en células T47D, PC3 y H9C2. Independientemente de la línea 

celular, la relación de captación rHDL/DOX/177Lu) / (rHDL/177Lu fue de 1, lo que indica idénticos 

mecanismos de internalización. Sin embargo, la relación de captación (rHDL/DOX/177Lu) / (177Lu-
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DOTA) fue mayor a 1 lo debido a una mayor captación celular de 177Lu cuando se transporta en la 

rHDL.  

 

Los resultados de citotoxicidad en células H9C2 mostraron que las nanocápsulas de rHDL vacías no 

tienen efecto citotóxico sobre los cardiomiocitos en tanto que el sistema rHDL/DOX/177Lu mostró 

30% de muerte celular. Para las células tumorales PC3, la toxicidad de los sistemas mostró el orden: 

 rHDL/DOX/177Lu (80%) > rHDL/DOX (60%) > DOX 5X (40%) > 177Lu-DOTA (25%) > DOX 1X 

(15%) > HDL (10%).  

 

Una vez más las nanocápsulas de rHDL/DOX/177Lu fueron más tóxicas debido al efecto combinado 

quimioterapia-radioterapia-terapia fotodinámica. La captación significativamente menor (p< 0,05) 

de DOX y 177Lu en los cardiomiocitos H9C2, en comparación con las células tumorales T47D y PC3, 

le confiere propiedades cardioprotectoras al sistema rHDL/DOX/177Lu, reportado previamente por 

Almer et al., (2015). 

 

Con el fin de evaluar los efectos individuales de DOX en solución y el 177Lu en diferentes 

combinaciones (rHDL vacías, rHDL/177Lu, rHDL/DOX, rHDL/DOX/177Lu, DOX, DOX/177Lu) se 

realizó un segundo experimento de citotoxicidad. Se comparó la toxicidad de estos sistemas en células 

T47D, (alta expresión de SR-B1) y fibroblastos como células control (nula expresión de SR-B1 y alta 

capacidad de absorber DOX (Lacko et al., 2002). Para ello se utilizaron menores concentraciones de 

DOX y 177Lu que las empleadas en los experimentos anteriores. Los sistemas con rHDL no afectaron 

la viabilidad de los fibroblastos. Sin embargo, la DOX y la DOX/177Lu resultaron tóxicas para estas 

células debido a su capacidad para captar DOX (Doroshow et al., 2019). Por su parte, las células 

T47D se afectaron con todos los sistemas, excepto con las rHDL vacías, demostrando nuevamente 

que la rHDL por sí sola no produce toxicidad significativa. El orden resultante de toxicidad fue: 

rHDL/DOX/177Lu (35%) > DOX 1X (30%) > rHDL/DOX (25%) > DOX/177Lu (20%) > rHDL/177Lu 

(12%.). Nuevamente el sistema más citotóxico fue rHDL/DOX/177Lu. 

 

Aunque el comportamiento celular in vitro proporciona una valiosa información en los estudios de 

citotoxicidad, los resultados obtenidos no siempre corresponden directamente con el comportamiento 

in vivo. Se realizó la biodistribución in vivo en ratones sanos con toma de imágenes SPECT, de 
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luminiscencia y de fluorescencia, así como imágenes ex vivo de fluorescencia y de rayos X de hígado, 

riñones e intestino. 

 

Como la DOX tiene un bajo rendimiento cuántico (Shah et al., 2017) y ante la posibilidad de no 

obtener imágenes luminiscentes y fluorescentes nítidas para este experimento, se sustituyó la DOX 

por Rodamina B (rendimiento cuántico 0,76) (Jiménez-Mancilla et al., 2021). Para ello se preparó el 

nanosistema rHDL-RB/177Lu de forma similar al sistema rHDL/DOX/177Lu, (ver epígrafe 6.5.6) La 

RB en este caso ejerce la función de PS. 

 

La imagen nuclear por SPECT (radiación  del 177Lu) muestra que a las 2 horas postinyección, el 

sistema rHDL-RB/177Lu se capta principalmente en hígado, órgano diana de la rHDL por su alta 

expresión del receptor SR-B1 (Shen et al., 2018). A medida que el nanosistema se va metabolizando 

en el hígado, se observa una captación gradual en intestino, órgano que expresa cierto número de 

receptores SR-B1 en su superficie (Rigotti et al., 2003; Shen et al., 2018). En el resto de los tejidos, 

incluyendo el corazón, la captación del nanosistema fue prácticamente nula. Tales resultados 

coinciden con la biodistribución en ratones sanos de nanocápsulas rHDL/99mTc, previamente 

informada por Isaac-Olivé et al. (2019). Se confirmó que la encapsulación de la DOX en la rHDL 

evita la toxicidad multiorgánica que provoca la DOX libre. 

 

La imagen luminiscente debida a la CR del 177Lu y la imagen fosforescente debida al efecto 

fotodinámico de la CR del 177Lu sobre la RB, revelan también captación hepática preferencial a las 2 

horas postinyección, lo que demuestra que tanto la RB como el 177Lu estaban co-localizados en el 

órgano.  

 

A las 24 horas postinyección, las imágenes de fluorescencia ex vivo del hígado, riñones e intestino 

revelan que cuando RB se inyecta sola, la acumulación hepática es insignificante; mientras que 

cuando se inyecta el nanosistema rHDL-RB/177Lu, la acumulación es mucho mayor, debido a que la 

rHDL facilita la captación hepática de la RB por la alta expresión de receptores SR-B1 en el órgano. 

La imagen confirma claramente el papel de las nanocápsulas rHDL en el transporte y liberación de 

fármacos acoplados en su núcleo, demostrada también en los experimentos in vitro. 
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Cabe destacar que, aunque estas imágenes fueron obtenidas en ratones sanos, en ratones portadores 

de tumores la rHDL también se acumula en hígado debido a la alta expresión del receptor SR-B1 en 

el órgano, demostrado previamente por Isaac-Olivé et al. (2019) con el sistema rHDL/99mTc.  

 

Se puede hipotetizar que la elevada captación del nanosistema rHDL/DOX/77Lu en el hígado 

(modelada con rHDL-RB/177Lu) revelada por las imágenes obtenidas, podría inducir una apreciable 

toxicidad en el órgano. Sin embargo, es importante señalar que la eficiencia de carga de DOX en 

rHDL es mucho más baja que en los liposomas por lo que, en principio, deben inducir menor 

hepatotoxicidad.  

 

Finalmente, se realizó una biodistribución ex vivo rHDL/177Lu en ratones con tumor PC3 inducido. 

La rHDL/177Lu se aplicó tanto por vía intravenosa (IV) como intratumoral (IT). A las 24 horas 

postinyección el nanosistema se acumula en tumor independientemente de la vía de administración. 

La relación tumor/sangre fue de 30 (IV) y 97 (IT). Al igual que en los estudios in vitro e in vivo, con 

ratones sanos no se observó captación en el corazón ni en ningún otro tejido periférico, lo que 

confirma las propiedades cardioprotectoras del sistema ya mencionadas. 

 

La posibilidad de obtener imágenes del sitio de acumulación del nanosistema rHDL/DOX/177Lu 

desarrollado, prueban sus propiedades teranósticas. El rastreo de la biodistribución de las 

nanocápsulas rHDL/DOX/177Lu, principalmente mediante imágenes SPECT, es una característica 

que se agrega a las propiedades quimioterapéuticas, radioterapéuticas y de TFD demostradas in vitro. 
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9. Conclusiones Generales. 

 

✓ Se desarrolló un sistema terapéutico multimodal basado en nanocápsulas rHDL/DOX/177Lu, que 

combina quimioterapia, radioterapia y terapia fotodinámica. La toxicidad que induce el sistema 

en las células tumorales es superior a los efectos aislados de DOX (quimioterapia) y 177Lu 

(radioterapia) ya que la CR que provoca el 177Lu en el tejido es capaz de excitar la DOX para 

producir ROS, lo que adiciona el efecto fotodinámico al sistema quimioterapia-radioterapia.   

 

✓ Las nanocápsulas rHDL/DOX/177Lu obtenidas manifestaron reconocimiento específico por los 

receptores SR-B1. La toxicidad que inducen es proporcional a la expresión del receptor SR-B1 

en la superficie de las células. Esta propiedad se confirmó tanto en estudios in vitro como in 

vivo. En los estudios in vitro la toxicidad fue mayor en células tumorales que expresan el receptor 

(T47D y PC3) que en células con escasa o nula expresión de este (H9C2 y fibroblastos). Los 

estudios in vivo mostraron idéntico comportamiento.  

 

✓ Las nanocápsulas rHDL/DOX/177Lu se acumularon principalmente en las células tumorales y el 

hígado y en menor proporción en intestino, sin mostrar acumulación apreciable en corazón y 

tejidos periféricos.  

 

✓ La baja eficiencia de carga de la DOX en las nanocápsulas rHDL/DOX/177Lu lejos de constituir 

un obstáculo para su aplicación, resulta una ventaja ya que la rHDL entrega directamente al 

citoplasma la carga útil que transporta. De esta manera, se puede reducir de manera significativa 

la dosificación del fármaco y la conocida resistencia que la antraciclina induce en las células 

tumorales cuando se administra en dosis altas y repetidas, lo que convierten al sistema en 

cardioprotector. 

 

✓ La elevada captación de las nanocápsulas rHDL/DOX/177Lu en el hígado tampoco es una 

limitación para su aplicación futura. Mediante cálculos de estimaciones de dosis internas se 

puede determinar la actividad máxima a inyectar en función de las características individuales 

cada paciente. También pueden administrarse suplementos dietéticos para disminuir la captación 

hepática y evitar la hepatotoxicidad, que se presupone escasa debido a la baja eficiencia de carga 

de la DOX en la rHDL.  
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✓ Las propiedades nucleares del 177Lu permiten rastrear la distribución in vivo de las nanocápsulas 

de rHDL/DOX/177Lu mediante imágenes SPECT u ópticas lo que otorga al nanosistema una 

característica teranóstica muy atractiva para la terapia individualizada. 
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11. Anexos. 

11.1. Metodología General 

Esquema 2. Procedimiento general del estudio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. Determinación del 

coeficiente 

de extinción molar de 

DOX 

2. Irradiación con luz láser 

de 450nm y registro de 

Espectrofotometría UV-Vis 

3. Radiación Cerenkov con 
18F-FDG y registro de 

Espectrofotometría UV-Vis 

4. Estudios in 

vitro con células 

T47D 

5. Determinación del índice 

de combinación  

DOX / 18F-FDG 

 

6. Cultivo celular de 

T47D, PC3, H9C2 y 

fibroblastos 

 

7. Cuantificación relativa 

de la expresión del 

receptor SR-B1 en 

células T47D y PC3 

 

8. Preparación de 

nanocápsulas 

simples y 

liposomas 

 

9. Determinación 

espectrofotométrica del 

contenido de 

fosfolípidos de 

nanocápsulas simples y 

liposomas 

10. Caracterización fisicoquímica de nanocápsulas por espectrofotometría UV-Vis: 

Tamaño de partícula por DLS, Tamaño de partícula por TEM, Estabilidad de las 

suspensiones de nanocápsulas coloidales y eficiencia de carga de nanocápsulas 

rHDL/DOX 

13. Radiomarcaje de 

rHDL/DOX, rHDL y 

liposomas con 177Lu-DOTA 

Preparación de nanocápsulas  

rHDL/DOX/177Lu, rHDL/177Lu 

y liposoma/177Lu 

 

12. Preparación del complejo 177Lu-p-SCN-Bn-DOTA (177Lu–DOTA) 

11. Evaluación in vitro en células T47D del efecto fotodinámico de rHDL/DOX con: 

-Variación del tiempo de irradiación con láser de 450 nm pero mismo volumen de 

rHDL/DOX (1nM) 

- Mismo tiempo de irradiación con láser de 450 nm (3 min) pero variación de la 

concentración de DOX en sistema rHDL/DOX 

- Captación celular de nanocápsulas rHDL/DOX y evaluación de ROS intracelular 

14. Experimentos in vitro: 

-Captación celular de rHDL/DOX/177Lu, 

rHDL/177Lu y liposomas /177Lu 

-Ensayos de Saturación 

-Evaluación de Citotoxicidad 

(Experimento 1 y Experimento 2) 

16. Análisis Estadístico 

Prueba t-Student, 1 cola; nivel de 

significancia p<0.05 

 

15. Estudio de imágenes in vivo 

Imágenes radioisotópicas, imágenes de luminiscencia e imágenes 

de fluorescencia para análisis de biodistribución de rHDL/RB/177Lu 

en ratones sanos 

 

Estudio de imágenes ex vivo 

Imágenes de fluorescencia y rayos X de hígado, riñones e intestino 

para análisis de biodistribución de rHDL/DOX/177Lu de ratones 

portadores de tumores 
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11.2. Nomenclatura por orden alfabético. 

ABCA1 Casetes de unión a ATP, Subfamilia A, miembro 1 (ATP Binding Cassette Subfamily A 

Member 1) 

ABCG1 Casetes de unión a ATP, Subfamilia G, miembro 1 (ATP Binding Cassette Subfamily G 

Member 1) 

ABMA 9,10- antracenedil-bis (metileno) ácido dimalónico 

ADN Ácido desoxirribonucleico 

ApoA-I Apolipoproteína A-1 

ATCC Colección Americana de Cultivos (American Type Culture Collection) 

CC Carbonato de calcio 

CE Ésteres de colesterol (Colesterol Ester) 

CETP Proteína de transferencia de éster de colesterol (Cholesteryl Ester Transfer Protein) 

CHCOOH Ácido carboxílico 

CI Índice de combinación 

CO2 Dióxido de carbono 

CONACYT Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología 

CR Radiación Cerenkov 

DAPI 4 ',6-diamidino-2-fenilindol (marcador fluorescente) 

DCPIP 2,6-diclorofenolindofenol 

DDW Agua destilada desionizada 

DLS Dispersión de luz dinámica 

DOX Doxorrubicina 

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

EDTA Ácido etilendiaminotetraacético 

Emax Energía máxima 

eNOS Óxido nítrico sintasa endotelial 

Eprom Energía promedio 

EYPC Fostatidil colina de yema de huevo (Egg Yolk Phosphatidil Cholina) 

FC Colesterol libre (free colesterol) 

FDA Administración de Medicamentos y Alimentos  (Food and Drug Administration) 
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18F Flúor-18 

18F-FDG Fluorodesoxiglucosa o fluorodesoxiglucosa F-18 

Gy Gray 

HDL Lipoproteínas de alta densidad (High Density Lipoprotein) 

HpD Hematoporfirina 

HPLC Cromatografía líquida de alta eficacia (High Performance Liquid Chromatography) 

IC50 Concentración media inhibitoria 

IDL Lipoproteínas de densidad intermedia (Intermediate Density Lipoprotein) 

IL2 Interleucina-2 

INCAN Instituto Nacional de Cancerología 

LANIDER Laboratorio Nacional de Investigación y Desarrollo de Radiofármacos 

LCAT Lecitin Colesterol Acil Transferasa (enzima) 

LDL Lipoproteínas de baja densidad (Low Density Lipoprotein) 

177Lu Lutecio-177 

M Molar 

MIRD Dosis médica de radiación interna (Medical Internal Radiation Dose) 

MWCO Corte de peso molecular (Molecular Weight Cut-Off) 

NADPH Nicotiamida-Adenina Dinucleotido fosfato (coenzima) 

nM Nanomolar 

nm Nanómetros/nanómetro 

NPs Nanopartículas 

1O2 Oxígeno siglete 

O2 Oxígeno molecular 

O2
*- Radical superóxido 

PBS Buffer fosfato salino (Phosphate Buffered Saline) 

PET Tomografía por emisión de positrones (Positron Emission Tomography) 

PON1 Paraoxonasa–1 (enzima) 

PS o FS Fotosensible/fotosensibilizador 

PVDF Fluoruro de polivinilideno 

QM Quilomicrones 
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RB Rodamina B (colorante fluorescente) 

rHDL Lipoproteínas de alta densidad reconstituidas 

ROS Especies reactivas de oxígeno (Reactive Oxygen Species) 

RPMI Medio Roswell Park Memorial Institute 

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico (Sodium Dodecyl Sulfate 

Polyacrylamide Gel Electrophoresis) 

SFB Suero fetal bovino 

SPECT Tomografía computarizada por emisión de fotón único (Single Photon Emission 

Computerized Tomography) 

SR-B1 Receptor Scavenger clase B, tipo 1 (Scavenger Receptor Class B type 1) 

TAT Proteínas de translocación doble de arginina (Twin-Arginine Translocation) 

99mTc Tecnecio- 99 metaestable   

TFD Terapia fotodinámica 

TNF-α Factor de necrosis tumoral-alfa (Tumor Necrosis Factor-alpha) 

UV-Vis Ultravioleta-visible 

VLDL Lipoproteínas de muy baja densidad (Very Low Density Lipoprotein) 

WB Western Blot 

XTT 2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfopheny l) (método colorímetro) 

 

 

 

 

 

 

 

 


