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1. RESUMEN 
 

En el presente trabajo se muestran los resultados obtenidos para el desarrollo de 

un sistema de transporte de fármacos que no requiere el uso de disolventes 

orgánicos, y con potencial para transportar tanto fármacos lipofílicos como 

hidrofílicos en un sistema coloidal mixto de micelas incorporadas dentro de un 

liposoma, denominado “lipomics”. Estos sistemas fueron obtenidos a partir del uso 

de diagramas ternarios. 

Los sistemas fueron caracterizados mediante estudios fisicoquímicos 

determinando: tamaño de partícula y potencial zeta para evaluar la estabilidad de 

los sistemas coloidales; posteriormente los sistemas que resultaron estables se 

analizaron por medio de técnicas de microscopia electrónica (SEM, TEM, STEM) 

para la determinación y confirmación de tamaño de partícula y morfología. Y por 

medio de una tinción a base de acetato de uranilo se confirmó la existencia de 

compartimentos acuosos (micelas) en el interior de las estructuras. Estos 

compartimientos se confirman de igual manera por medio de microscopía de 

fluorescencia a partir de Rodamina B y fluoresceína de sodio. Posteriormente se 

realizó un estudio de farmacocinética plasmática mediante el radiomarcado de los 

lipomics con el complejo 99mTc-2BMEDA, y un estudio de biodistribución in vivo 

mediante técnicas de imagen molecular microSPECT/CT que permitió evaluar la 

distribución de los lipomics en tiempo real. 

 

Con ésta metodología se encontraron dos sistemas con características apropiadas 

para su uso como nanoacarreadores farmacéuticos, además de poseer 

parámetros farmacocinéticos que los hacen sistemas atractivos para un futuro uso 

terapéutico. 
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2. INTRODUCCIÓN 
 

Desde la invención de los liposomas en 1965 por Bangham, se han propuesto 

múltiples modelos para mejorar la administración de fármacos dentro del 

organismo. Los liposomas están entre los primeros sistemas desarrollados para el 

acarreamiento de fármacos. Un liposoma se define como una vesícula esférica 

con un núcleo central acuoso rodeado por una bicapa lipídica. A este tipo de 

estructuras también se les conoce como nanopartículas lipídicas (LNPs), las 

cuales tienen importantes ventajas como acarreadores farmacéuticos, por 

ejemplo: la protección de fármacos a la degradación enzimática, poseen baja 

toxicidad, alta permeabilidad que permite la eficiente liberación del fármaco, 

biocompatibilidad, biodegradación completa dentro del organismo y una 

inmunogenicidad mínima. Sin embargo, algunas de estas ventajas son limitadas 

por presentar una vida media de circulación corta, (menor al tiempo de acción del 

fármaco, debido a la rápida degradación por el organismo o por la rápida acción 

del sistema inmune), baja eficiencia de encapsulación de fármacos lipofílicos, 

remoción por el sistema retículo endotelial (RES), interacciones celulares y la 

interferencia intermembrana (Neda Naserl, 2015). 

 

El desarrollo de acarreadores farmacéuticos ha sido uno de los objetivos más 

importantes de la nanomedicina. Ya que otorga tratamientos más eficientes y 

menos tóxicos con sistemas de liberación de fármacos, el diagnóstico mediante 

acarreadores de agentes de contraste o radionúclidos, el monitoreo de 

enfermedades con biomarcadores y el control de sistemas biológicos por medio de 

DNA son algunas de las posibles aplicaciones de la nanotecnología en la medicina 

(Torchilin, 2007). 

Con este fin, una gran variedad de nanopartículas (NP) han sido diseñadas en las 

últimas décadas; entre las más destacadas se encuentran las nanopartículas 

poliméricas, nanopartículas metálicas, liposomas, niosomas, partículas lipídicas 

sólidas y micelas. De éstas las más populares y más investigadas como 

acarreadores farmacéuticos son los liposomas (principalmente para la entrega de 
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fármacos hidrofílicos) y las micelas (principalmente como acarreadores de 

fármacos hidrófobicos) . El desarrollo de nanoacarreadores para fármacos con una 

baja solubilidad es una tarea importante, debido a que una gran proporción de 

nuevos candidatos a fármacos o agentes de diagnóstico tienen naturaleza 

hidrófoba (baja solubilidad en agua). Las aplicaciones terapéuticas de agentes 

hidrófobicos, son asociados con una mínima absorción y una baja 

biodisponibilidad, en adición, la agregación del fármaco sobre la administración 

intravenosa provoca problemas de embolismo y toxicidad local. Por otro lado, la 

baja solubilidad o hidrofobicidad es una propiedad intrínseca de muchos fármacos, 

la cual ayuda a la molécula o fármaco a penetrar la membrana celular y alcanzar 

importantes objetivos intracelulares. Para superar la baja solubilidad de ciertos 

fármacos se han usado diferentes tensoactivos formadores de micelas, las cuales 

son dispersiones coloidales con un tamaño de partícula de 5 a 100 nm. Una 

propiedad importante de las micelas es su capacidad de aumentar la solubilidad y 

la biodisponibilidad de fármacos poco solubles o insolubles (Torchilin, 2007). 

Actualmente los avances en el desarrollo de nuevos acarreadores farmacéuticos 

ha sido de gran importancia para la aplicación de nuevas terapias y mejorar la 

eficiencia de las mismas. En el presente trabajo se ha propuesto un sistema con la 

capacidad de acarrear tanto fármacos hidrófobicos como hidrofílicos formando un 

sistema mixto llamado lipomic. El lipomic es una nanoestructura lipídica 

compuesta por una mezcla de tensoactivos y fosfolípidos, los cuales bajo ciertas 

condiciones fisicoquímicas forman  un núcleo de micelas mixtas (monómeros 

fosfolípidos y surfactantes), rodeado de una bicapa de fosfolípidos. Al ser la fusión 

de dos acarreadores farmacéuticos (liposoma y micela) este sistema puede 

transportar tanto fármacos hidrofílicos en el espacio acuoso sobrante en el 

liposoma y fármacos hidrófobicos dentro de las micelas.  

 

En la Figura 1 se representa esquemáticamente la estructura propuesta en este 

trabajo, la cual mostró evidencia significativa de que puede actuar como un 

sistema mixto de transporte de fármacos. 
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Figura 1. Representación esquemática del sistema denominado como “Lipomic”, el cual se define 
como un sistema mixto compuesto por una mezcla de surfactantes y fosfolípidos que forman un 
núcleo de micelas rodeado por una bicapa lipídica. 
 
El uso de fosfolípidos o tensoactivos en la formación de estructuras nanométricas 

con un potencial uso  como acarreadores farmacéuticos, requiere el entendimiento 

y el control de parámetros críticos para el proceso de manufactura, en particular la 

temperatura y la proporción de constituyentes en el sistema, ya que la 

nanoestructura resultante es función directa de este tipo de parámetros (Osornio, 

2016). 

En la naturaleza los fosfolípidos forman membranas semipermeables que juegan 

un papel importante en la separación, protección, y transporte de constituyentes 

celulares. Estos excipientes se usan en la industria farmacéutica para contribuir en 

la apariencia, textura, estabilidad y aroma; también son empleados 

frecuentemente como emulsificadores, siendo importantes para formar emulsiones 

estables con tiempos de vida apropiados y atributos funcionales (David, 2016). 



	 5	

Las emulsiones son sistemas bifásicos constituidos por dos líquidos inmiscibles: 

uno denominado fase dispersa, la cual está uniformemente dispersada como 

glóbulos a través de la segunda fase denominada fase continua. Ya que las 

emulsiones son termodinámicamente inestables, es necesario la aplicación de 

agentes emulsificadores, como lo son los fosfolípidos y los tensoactivos para 

proporcionar estabilidad a estos sistemas (Barkat, 2011). 

 

Los tensoactivos son moléculas anfifílicas, es decir pueden disolverse en 

sustancias polares como no polares, además de tener la capacidad de formar 

micelas al llegar a la concentración micelar critica (CMC). Al igual que los 

fosfolípidos los tensoactivos son empleados como emulsificantes, aunque 

recientemente los tensoactivos también han sido usados como sistemas de 

descontaminación de agua, esto debido a su capacidad de formar una bifase 

dentro de una solución al llegar a su punto de turbidez o cloud point (PT). En el 

presente trabajo, el PT es utilizado para crear una red micelar que concentre el 

tensoactivo en una interface, la cual es capturada por medio de la bicapa lipídica 

formada por fosfolípidos, integrándose de esta manera a la fase acuosa dando 

origen a la estructura mostrada en la Figura 1. 

 

En la elaboración del lipomic se utilizan fosfolípidos y tensoactivos, la mezcla de 

estos componentes otorga diferentes estructuras dependiendo de la proporción 

utilizada. En el estudio de este sistema se utilizan diagramas ternarios, los cuales 

otorgan información del comportamiento de los excipientes conforme las 

proporciones de estos son modificadas; a esta serie de modificaciones se les 

conoce como trayectorias. Un diagrama ternario otorga una representación 

gráfica, en la cual se muestran las proporciones en las que se encuentra cada 

componente o mezcla de componentes; cabe resaltar que tanto los surfactantes 

como los fosfolípidos tienden a comportarse de manera distinta al modificar sus 

proporciones en una mezcla, por tal motivo el seguimiento de cada uno de los 

componentes es de vital importancia para la localización de puntos específicos en 

cada trayectoria. De esta manera es posible encontrar condiciones especificas en 
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las cuales la mezcla de componentes otorgué un sistema con las características 

fisicoquímicas deseadas. 

 

A la par de la elaboración de las trayectorias de los diagramas ternarios se elaboró 

un estudio basado en un diseño experimental de Taguchi, el cual permite 

determinar de manera eficiente el proceso que funcione con mayor consistencia 

en el entorno operativo. Con el diseño experimental de Taguchi se planeó 

identificar los parámetros controlables que minimicen el efecto de los factores de 

ruido; un proceso diseñado bajo esta metodología será más robusto, otorgando un 

producto (el lipomic) más consistente. Los factores que intervienen en su 

elaboración son: la temperatura, el tiempo de agitación y la proporción de los 

componentes; la evaluación de estos parámetros permite garantizar una alta 

reproducibilidad del método. Posteriormente se procedió a la evaluación 

fisicoquímica de cada una de las formulaciones obtenidas mediante este método 

de manufactura. 

 

Uno de los atributos que influyen en un sistema de liberación de fármacos es el 

tamaño de la partícula, pues siempre se ha creído que solo las sustancias en 

forma de dispersión molecular (es decir, en solución) se transportan a través del 

organismo. Sin embargo se ha demostrado que partículas con tamaños 

nanométricos pueden de igual forma interactuar con las barreras del organismo he 

incluso ser transportados a través de las membranas celulares alcanzando de este 

modo objetivos intracelulares de importancia clínica (Attwood, 2006). El tamaño de 

las NP puede influir en su distribución en el organismo, incluso pequeñas 

diferencias en el tamaño pueden cambiar la distribución real y por lo tanto la 

biodisponibilidad (Jong, 2008). Un tamaño de partícula de entre 10 y 200 nm, 

requiere que el control y estandarización del proceso de manufactura sea 

reproducible para garantizar que la superficie de contacto sea capaz de unir, 

absorber o transportar otros compuestos. 
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En el estudio del tamaño de diversos agregados lipídicos se han utilizado varios 

métodos espectroscópicos, uno de los más empleados, y el cual se uso en este 

trabajo, es la dispersión dinámica de luz.  Esta determina el tamaño y potencial 

zeta de las nanopartículas en solución. El principio en el que se basa la estimación 

del tamaño de partícula por la técnica de dispersión dinámica de luz laser (DLS) es 

el efecto Doppler (se conoce como velocimetría laser Doppler); esto es, cuando la 

luz laser incide en un medio que contiene partículas en movimiento Browniano, la 

frecuencia de la luz dispersada por estas partículas se corre un poco en función de 

la velocidad de la partícula, la cual depende de su tamaño.  De esta forma la 

técnica DLS  analiza la distribución de la velocidad del movimiento de partículas 

midiendo las fluctuaciones dinámicas de la intensidad de dispersión de la luz y 

determina un coeficiente de difusión (D). Esta técnica estima un diámetro 

hidrodinámico, que se calcula a través de la ecuación de Stokes-Einstein  

(𝑑! = 𝑘𝑇/3𝜋𝜂𝐷) , donde k es la constante de Boltzmann, T es la temperatura η  es 

el coeficiente de viscosidad del medio y D es el coeficiente de difusión. (Murdock, 

2008; NIST-NCL , 2015). 

 

La evaluación del potencial Zeta, es un parámetro que permite determinar la 

movilidad electroforética de suspensiones coloidales cargadas e indica la repulsión 

o atracción que hay entre las moléculas, también se basa en la técnica de DLS  

(velocimetría laser Doppler). La técnica mide la velocidad de las partículas ante la 

presencia de un campo eléctrico de un valor conocido que se denomina movilidad 

electroforética. Se espera que para un sistema estable, el potencial mantenga 

suficientemente dispersas a las NP en el medio, evitando aglomeraciones que 

eventualmente lleven al sistema a flocular. Tomando en cuenta estos dos 

parámetros se llevo acabo un estudio de estabilidad de las emulsiones, en el cual 

se evalúa su variación a través del tiempo para determinar la coalescencia, 

floculación, “creaming” o la separación definitiva de ambas fases (Barkat, 2011). 

	

Para la evaluación física de los sistemas, es decir, para corroborar la morfología y 

el tamaño físico de cada formulación, se utilizaron técnicas de Microscopía como; 
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Microscopia Electrónica de Transmisión de Barrido (STEM), Microscopia 

Electrónica de Transmisión (TEM), Microscopia Electrónica de Barrido (SEM); 

cada una de estas técnicas fueron empleadas con objetivos diferentes. La 

microscopía SEM, se usa para determinar la morfología de una estructura 

produciendo una imagen que refleja las características superficiales de la misma, 

pudiendo proporcionar información de las formas, texturas y composición química 

de sus constituyentes. La generación de imágenes se consigue al hacer incidir un 

haz de electrones sobre la superficie de la muestra, interaccionando con los 

átomos y provocando la emisión de electrones secundarios, electrones 

retrodispersados y rayos X. El SEM detecta y utiliza los electrones secundarios 

para formar una imagen que proporciona información topográfica de la muestra. 

En el caso del TEM, el haz de electrones se hace incidir sobre la muestra, parte de 

los electrones rebotan o son absorbidos por el objeto y otros lo atraviesan, estos 

últimos son utilizados para formar una imagen aumentada de la muestra. El TEM 

emplea la transmisión/dispersión de los electrones para formar imágenes, la 

difracción de los electrones para obtener información acerca de la estructura 

cristalina y la emisión de rayos X característicos para conocer la composición 

elemental de la muestra. Por último STEM es una mezcla de ambas técnicas, la 

cual otorga una idea más general sobre los sistemas estudiados (Egerton, 2016). 

 

Un complemento de la microscopía electrónica, es la técnica de fluorescencia, los 

estudios de fluorescencia se realizan con diferentes materiales que nos permiten 

delimitar las zonas hidrofílicas de las zonas hidrófobicas; a estos materiales se les 

conoce como fluorofóros. La tinción con rodamina B (RhB) es usada como 

biomarcador catiónico debido a su afinidad a los grupos fosfato con carga 

negativa; esta propiedad ocasiona que la RhB sea afín a la cabeza polar de los 

fosfolípidos y una vez que los lipomics sean excitados con una haz de luz de 540 

nm, la RhB logrará la emisión de 625 nm, otorgando un color rojo a la superficie 

del lipomic. 

En el caso de la fluoresceína Sodica (NaFi); al ser una molécula altamente soluble 

se utilizó como marcador de los compartimentos acuosos dentro del lipomic, al 
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hacer incidir una haz de luz de 495 nm la NaFi emite un haz de 517 nm, 

mostrando las zonas de su incorporación de un color verde. 

El radiomarcado; se define como la unión de un compuesto unido a una sustancia 

radioactiva. Existen varios métodos para lograr el marcaje de las moléculas con un 

radionúclido, el más frecuente es la coordinación de un radionúclido por medio de 

un quelante. El Tecnecio-99m (99mTc), posee una rica química de coordinación, 

que depende principalmente del estado de oxidación y los sistemas de ligándos 

propuestos. Para la coordinación del (99mTc), con N,N-Bis(2-mercaptoetil)-N´,N´-

dietiletilendiamina (BMEDA), se usa el reductor Cloruro de estaño (Sn2Cl), al ser 

reducido el 99mTc se une con dos moléculas de BMEDA, que dependiendo del pH 

del medio tendrá naturaleza lipofílica o hidrofílica, que es capaz de atravesar la 

membrana lipomica o liposomal, generando de está manera el radioconjugado 

(Abram, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2. La Figura 2 es una representación del proceso del radiomarcado de los lipomics, este 
proceso comienza con la reducción del pertecnectato de tecnecio (99mTcO4

-) por cloruro de estaño 
II (SnCl2) en medio ácido; posteriormente el Tecnecio V (99mTc5+) se pone en contacto con el 
quelante bifuncional BMEDA y se modifica al pH hasta alcanzar un valor que oscile entre 7-8, 
volviendo de este modo al complejo 99mTc-2BMEDA hidrófobo permitiendo el paso a través de la 
bicapa lipídica por difusión simple y posteriormente incorporándose dentro de las micelas con 
núcleo hidrófobo. 
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Para evaluar la calidad del radiomarcado se usaron dos técnicas, que evalúan la 

eficiencia del radiomarcado y la estabilidad en suero del mismo. La primera de 

ellas se basa en la técnica de cromatografía en papel, la cual separa los 

componentes de la mezcla por medio de la elución de los componentes por medio 

de una fase móvil permitiendo de esta manera cuantificar la pureza y la eficiencia 

radioquímica por medio de un contador de pozo, el cual detectará los fotones 

emitidos por el 99mTc impregnado en el papel. La prueba de estabilidad en suero, 

consiste en una simulación de las condiciones fisiológicas a las cuales son 

sometidas las NP´s cuando se encuentran dentro de un sistema biológico, es decir 

agitación constante, temperatura de 37ºC y la presencia de suero por un periodo 

de 24 horas, lo que otorga una idea muy general del comportamiento del sistema 

una vez en circulación. 

 

Para la evaluación in-vivo, se realizaron estudios farmacocinéticos por método 

plasmático y por imagen molecular. La farmacocinética nos permite caracterizar el 

proceso LADME (Liberación, Absorción, Distribución, Metabolismo y Excreción) de 

un compuesto, ya sea en el organismo o compartimentos del mismo y suele 

emplearse en las fases de descubrimiento o selección de sustancias con potencial 

terapéutico o de diagnostico (Rang, 2011). 

La farmacocinética se suele centrar en las concentraciones de fármaco en el 

plasma sanguíneo, que pueden determinarse con facilidad mediante venopunción, 

ya que se presupone que las concentraciones plasmáticas mantienen una relación 

directa con la concentración de fármaco en el líquido extracelular que rodea las 

células donde se expresan los receptores u otras dianas con las que se combinan 

las moléculas de un fármaco. La interpretación formal de los datos 

farmacocinéticos se centra en ajustar los datos de concentración y tiempo en un 

modelo teórico y en determinar los parámetros que describen el comportamiento 

observado. Dependiendo del comportamiento del fármaco se emplean distintos 

modelos, en el caso actual los datos son ajustados a un modelo 

bicompartamental; el cual representa una aproximación muy utilizada en la que se 

agrupan los tejidos en un compartimento periférico. Las moléculas solo pueden 
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entrar y salir del compartimento periférico a través del compartimento central, el 

que se suele representar el plasma (Rang, 2011). 

Un modelo bicompartamental se expresa matemáticamente a través de la 

ecuación (𝐶𝑝 = 𝐴𝑒!∝! + 𝐵𝑒!!")  donde Cp es la concentración plasmática, A 

corresponde a la concentración plasmática inicial, ∝ corresponde a la fase de 

distribución, B es el intercepto de la fase de eliminación, 𝛽 corresponde a la fase 

de eliminación y t es el tiempo. A partir de ésta ecuación podemos calcular los 

parámetros más importantes que permiten comprender el comportamiento del 

sistema: 

 t ½ β: Tiempo de vida media de la fase de eliminación. 

 t ½ α:  Tiempo de vida media de la fase de distribución. 

K21: Constante de velocidad de paso del compartimento dos al 

compartimento 1. 

K12: Constante de velocidad de paso del compartimento uno al 

compartimento 2. 

K10: Constante de eliminación del fármaco del compartimento central. 

VD1: Volumen de distribución del compartimento central. 

VD2: Volumen de distribución del compartimento periférico. 

Cl: Depuración 

ABC: Área bajo la curva. 

 

Estos parámetros nos indican de manera cuantitativa el comportamiento del 

sistema dentro del organismo. 

 

La obtención de imágenes y seguimiento plasmático de las NP se realizaron con el 

radionúclido Tecnecio 99m (99mTc), este radionúclido es ampliamente usado en 

medicina nuclear; uno de los usos más comunes de este radioisotopo es en 

imagenología médica debido a sus características nucleares ideales, como una 

vida media de 6 h y una energía de emisión de rayos-γ de 140 keV (Dilworth, 

1998). 
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Se usaron técnicas de imagen molecular como µSPECT/CT donde se toman dos 

tipos diferentes de escaneo y las imágenes se fusionan. La tomografía 

computarizada (CT), en la cual se proyecta un haz angosto de rayos X, mientras 

se mueve alrededor del individuo generando proyecciones y por medio de una 

compilación de las mismas generar una imagen 2D o 3D de las adquisiciones y la 

tomografía computarizada por emisión de fotón único (µSPECT), la cual capta los 

rayos gamma generados por el radionuclido administrado (99mTc ) para observar la 

biodistribución de cada formulación y su comportamiento metabólico en el 

organismo. 
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3. HIPÓTESIS 
 

La mezcla de fosfolípidos y tensoactivos en un medio acuoso, bajo el control de 

parámetros fisicoquímicos como temperatura, agitación y proporción de 

componentes, por medio de diagramas ternarios, da como resultado estructuras 

nanométricas llamadas lipomics, con potencial para el transporte de fármacos en 

estudios in vivo.  

 

4. OBJETIVOS 
4.1 Objetivo General 
Elaboración y evaluación de lipomics radiomarcados con tecnecio-99m (99mTc). 

 

4.2 Objetivos particulares 

• Determinar una metodología para la elaboración del Lipomic, con base en 

diagramas ternarios y el método de Taguchi. 

• Caracterizar fisicoquímicamente el Lipomic. 

• Evaluar la farmacocinética in vivo del Lipomic. 
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5. MATERIALES  
 

Para la elaboración de lipomics y liposomas se utilizaron Lecitina de Soya, 

(Droguería Cosmopolitan, Ciudad de México, México), 1,2-Distearoil-sn-Glicero-3-

Fosfatidilcolina, (DSPC), (Northern Lipids INC, Burnaby, BC, Canadá), Colesterol 

(Chol) y N-(Carbonilo-Metoxipolietilenglicol Glicol 2000)-Distearoil-

Glicerofosfoetanolamina (DSPE-mPEG (2000)), (T&T Scientific Corp, Knoxville, 

TN, USA), Polioxietilensorbitan monolaurato (Tween® 20), Polioxietilensorbitan 

monopalmitato (Tween® 40), Polietilenglicol sorbitan monoestearato (Tween® 60) 

y Polioxietilensorbitan Monoeleato (Tween® 80), Sal Fluoresceina de Sodo, 

(NaFi), Dextrosa, Sal de α−D-Sodio del ácido glucoheptónico, (GSH), Sulfato de 

Amonio ((NH4)2SO4), (Sigma-Aldrich St. Luis, MO, USA), 1,2-dimiristoil-sn-glicero-

3-Fosfoetanolamina-N-(lisamina rodamina B sulfonilo) (Sal de amonio), (Rodamina 

B, RhB) (avanti Polar Lipids, Inc, Alabaster, AL, USA), Acetato de Uranilo, 

(UO2(CH3COO)22H2O), (Química Especializada del Noroeste, Sonora, México), 

Cloroformo, (CHCl3), (Reproquifin, Ecatepec de Morelos, México), Metanol, 

(CH3OH), (Honeywell Research Chemicals, USA). 

Para la evaluación fisicoquímica se utilizaron BI-ZR3 Zeta, un estándar para 

potencial (Brookheaven Instruments Corporation, U.S.A), un estándar de 

referencia de tamaño de particula hecho con Nanoesferas™  (Thermo Scientific, 

Waltham Massachusetts USA), Cloruro de Potasio, (KCl), Cloruro de Sodio, 

(NaCl), Ferrotiocianato de Amonio, (NH4FeSCN), (Química Especializada del 

Noroeste, Sonora, México). 

En el radiomarcado se utilizaron N,N-Bis(2-mercaptoetil)-N´,N´-dietiletilendiamina 

(BMEDA), Dimetilsulfoxido grado MB (DMSO), Cloruro de Estaño II (SnCl2), 

(Sigma-Aldrich St. Luis, MO, USA),Gas de Nitrógeno (PRAXAIR, Guildford, Reino 

Unido), Ácido Clorhidrico, (HCl), (Fermont, Monterrey, México), Acido Acético 

(CH3COOH), (Reproquifin, Ecatepec de Morelos, México), Pertecnectato de 

Tecnecio (MiYMSA, CDMX, México)  
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6. MÉTODOS 
 

6.1 Diseño Experimental de Taguchi 
Se utilizó el programa MiniTab (Minitab Inc. Versión 18) para diseñar el método 

experimental de Taguchi. Se consideraron cuatro variables con dos niveles de 

evaluación (Bajo y Alto) para medir el efecto del tamaño de partícula. 

Variables Experimentales: 

 1.- Concentración de Fosfolípido 

 2.- Concentración de Surfactante  

 3.-Velocidad de Flujo (mL/h) 

 4.- Tiempo de Sonicación 

 
6.2 Determinación del punto de turbidez (PT) 
 

Para la determinación del PT se utilizaron cuatro tensoactivos no iónicos; con los 

que se elaboraron doce soluciones a diferentes concentraciones en una relación 

peso-peso (%W/W) en una solución salina isotónica (0.9% NaCl). El punto de 

turbidez se determinó en primera instancia de manera visual; para ello se 

emplearon dos viales de vidrio, en el primer vial se agregó la muestra de 

tensoactivo no iónico, mientras que en el segundo se agrega solución salina 

isotónica como control. 

Una vez preparados ambos viales se colocaron en un baño María, donde se  

calientan suavemente las muestras, observando durante todo este periodo su 

comportamiento y reportando la temperatura en la cual el vial con muestra de 

tensoactivo no iónico presente un cambio de opacidad o turbidez, está 

temperatura se registra como el PT. Posteriormente se comprobaron los puntos de 

turbidez de los tensoactivos con un turbidímetro, para esto se prepararon doce 

soluciones con concentraciones diferentes, que se introducen al equipo, el cual 

por medio de la ley de Beer-Lambert determina el punto de turbidez (PT). 

 

6.3 Elaboración del lipomic 
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6.3.1 Lipomics (Blanco) 

El lipomic se elabora a base de una mezcla de tensoactivos y fosfolípidos, esta 

mezcla es colocada en un matraz de bola, donde se homogeniza utilizando una 

parrilla de agitación magnética con un calentamiento moderado alrededor de una 

hora; tiempo durante el cual se adiciona un volumen de solución salina isotónica 

(NaCl 0.9%) mediante una bomba de infusión (baby-B). Posteriormente, el matraz 

de bola se coloca en un rotavapor (Buchi r-3, Suiza) a 120 rpm durante 1 hora con 

sonicación, y a la temperatura del punto de turbidez (cp) del surfactante no iónico 

usado. 

 

6.3.2 Lipomics cargados con Acetato de Uranilo. 
 
Estos lipomics fueron elaborados de la misma forma que el lipomic blanco, con la 

excepción de que la solución goteada por la bomba de infusión fue una solución 

de acetato de uranilo (UO2(CH3COO)22H2O) al 2 % (w/w), el acetato de uranilo no 

encapsulado fue removido por medio de diálisis utilizando una membrana 

(Spectral/Pro) y como medio, agua desionizada estéril cambiando el medio cada 

hora durante seis horas. 

 

6.3.3 Lipomics marcados con Rodamina B (RhB) y Fluoresceína 
(NaFi) 

 
Los lipomics utilizados en la obtención de imágenes en el microscopio de 

fluorescencia, fueron marcados con Rodamina B (RhB) y Fluoresceína de sodio 

(NaFi). Se utilizó una proporción Fosfolípidos, Tensoactivos, RbH y NaFi  de 

50:48:0.1:0.99 mol, respectivamente. La RhB se mezcló con los fosfolípidos dentro 

del matraz bola, mientras que la NaFi se disolvió en agua estéril desionizada  y se 

agregó a la mezcla por medio de una bomba de infusión. El exceso de RhB y NaFi 

fue eliminado por medio de diálisis con una membrana (Spectral/Pro), utilizando 
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como medio una solución de Dextrosa 3mM y Cloruro de sodio al 3%. Se 

realizaron cambios de medio cada 6 horas durante tres días. 

 

6.4 Elaboración de Liposomas 
  

6.4.1 Elaboración de liposomas Blanco 
En un frasco de vidrio estéril se colocaron los fosfolípidos (DSPC/Chol/PEG-200)  

en proporción molar 60:35:5 mol, respectivamente. La mezcla de fosfolípidos se 

disolvió en 15 mL de una mezcla de Cloroformo-Metanol en una proporción 2:1. 

Esta solución se agregó, mediante goteo pausado, en 10 mL de agua desionizada 

estéril a 60 ºC. La mezcla se transvasó a un matraz de bola, el cual se mantuvo 

durante una hora en agitación a 120 rpm en un rotavapor (Buchi r-3, Suiza). 

Posteriormente, el matraz bola se colocó dentro de un desecador durante 24 horas 

para eliminar los restos de los disolventes. 

  

6.3.2 Elaboración de liposomas cargados con Glucoheptanato 
 

Para estos liposomas se siguió la misma metodología utilizada en la elaboración 

de los liposomas blanco, pero sustituyendo los 10 mL de agua desionizada por 

una solución de Glucoheptanato de Sodio (GSH) con una concentración de 1 

mg/mL, disuelta en una solución de Sulfato de Amonio ((NH4)2SO4) 300 mM. Al 

término del proceso, los liposomas se eluyeron en una columna PD-10 (pH 7.4) 

previamente equilibrada con unas solución de PBS, de esta manera estos 

liposomas logran un gradiente de concentración y de pH. 

 

6.5 Evaluación Fisicoquímica 
 

6.5.1. Diagramas Ternarios 
Para la elaboración de los diagramas ternarios se utilizó el programa Sigma Plot 

con el que se obtuvo una representación grafica de la variabilidad en la proporción 

de componentes a lo largo de cada trayectoria.  
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6.5.2. Tamaño de Partícula 
 

El tamaño de partícula, al igual que el potencial Z, se determinó usando el equipo 

Zetasizer Analyzer 90 PLUS/BI-MAS (Brookheaven Instruments Corporation, 

U.S.A). Se utilizaron 5 µL de nanoesferas de poliestireno como estándar de 

referencia (Duke Scientific, U.S.A) dispersadas en aproximadamente 2 mL de KCl 

10 mM (Cloruro de potasio) previamente filtrado (filtro millipore de 0.22 µm), para 

verificar el buen funcionamiento del equipo. 

Para realizar la medición de la muestra, se tomaron 10 µL de los lipomics diluidos 

en aproximadamente 2 mL de KCl 10 mM. 

 

6.5.3. Potencial Zeta 
 

Se determinó el potencial Z empleando un electrodo de paladio con una celda de 

acrílico de cuatro lados claros. Como estándar se utilizó BI-ZR3 Zeta en una 

solución de KCl 1 mM previamente filtrada (filtro Milipore de 0.22). La medición se 

realizó con 100 µL de muestra diluidos en 1.5 mL de KCl 1 mM. 

 

6.5.4. Estabilidad Fisicoquímica 

 

Los sistemas fueron almacenados en tubos cónicos (Thermo Fisher Scientific) a 4 

ºC, de estos sistemas se tomó una alícuota cada quince días y se determinó el 

potencial Zeta y el tamaño de partícula para evaluar su estabilidad en un periodo 

de 30 días. 

 

6.5.5. Microscopías STEM, SEM y TEM. 
 
Las técnicas de microscopía se aplicaron solo a las formulaciones con una 

estabilidad superior de quince días. Las muestras se prepararon con Acetato de 

Uranilo (UO2(CH3COO)22H2O). De cada muestra se realizó una dilución (1:20), 
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posteriormente se tomó una alícuota de 50 µL y se colocó en un soporte de cobre 

(rejilla o barril), esta acción se repite al menos dos veces. Una vez seca, la 

muestra se recubre con una capa de Carbono. Posteriormente la muestras se 

colocaron en el microscopio Electrónico de Barrido de Ultra-Alta Resolución JSM-

7800F del Instituto de Física de la UNAM, bajo las condiciones siguientes: 
Tabla 1. Condiciones de operación del Microscopio Electrónico de Barrido de Ultra-Alta Resolución 

JSM-7800F del Instituto de Física de la UNAM en la obtención de imágenes.  

  

 6.5.6. Cuantificación de fosfolípidos 
 
La cuantificación de fosfolípidos se realizó con el método de Stewart; para ello se 

preparó una disolución del fosfolípido a analizar en cloroformo (CHCl3) a una 

concentración 2 mg/mL (Stock A). Del Stock A se realizó una dilución (1:10) (Stock 

B). A partir del Stock B se realizó una curva patrón de acuerdo con la Tabla 2:   
Tabla 2. Proporciones de referencia para elaborar la curva patrón en la cuantificación de 

fosfolípidos en liposomas y en lipomics. Estas diluciones son constantes, independientemente del 
fosfolípido que se esté analizando por medio de esta técnica. 

Concentración de 

Fosfolípido (mg/mL) 

Volumen de Stock B 

(µL) 

Volumen de CHCl3 

(µL) 

Volumen de 

NH4FeSCN (µL) 

0.00 0 750 750 

0.02 75 675 750 

0.04 150 600 750 

0.06 225 525 750 

0.08 300 450 750 

0.10 375 375 750 
 

 
 

 

 

 

Técnicas de microscopía empleadas 

Condiciones SEM TEM STEM 
Voltaje (Kv) 30 30 30 

Soporte de cobre Barril o Rejilla Rejilla Barril o Rejilla 
Medio de Contraste No Si (acetato de 

uranilo) 
Si (acetato de 

uranilo) 
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Cada dilución, se agitó durante 1 minuto y posteriormente se centrifugó a 3000 

rpm durante 3 minutos a 4 ºC (centrifuga Eppendorf, EUA). El exceso de 

NH4FeSCN se removió, sin dejar trazas en la fase orgánica. La fracción libre de 

NH4FeSCN se midió con un espectrofotómetro UV-Vis (beckman Coulter, EUA) a 

una longitud de onda de 480 nm.   

Para la cuantificación de fosfolípidos en las muestras, se realizó una dilución 

(1:10) en agua desionizada y estéril, de la cual se tomaron 20 µL y se secaron 

usando un SpeedVac (Thermo Electron Corporatión, U.S.A) a 20 ºC durante 20 

minutos. Posteriormente la muestra se resuspendió en 750 µL de CHCl3 y se agitó 

durante un minuto, sucesivamente se agregaron 750 µL NH4FeSCN; después de 

la adición de  NH4FeSCN la muestra se trató igual que los puntos de la curva 

patrón. 

 

 6.5.7. Microscopía de Fluorescencia 
 

A partir de muestras de lipomics marcados con RbH y NaFi se realizó una dilución 

1:20, posteriormente se tomó una alícuota de 20 µL y se colocó de manera 

homogénea sobre un porta objetos, a continuación la muestra se colocó en la 

platina y se procedió a su visualización a una longitud de onda de 610 nm para 

RbH y 495 nm para NaFi, todo el procedimiento se realizó en un cuarto obscuro. 

 

6.6 Radiomarcado 
  
 6.6.1 Elaboración de Kits de BMEDA para Radiomarcado 
Para la implementación de la técnica de radiomarcado se elaboraron dos kits (1 y 

2) con el fin simplificar el proceso. El kit 1 se elaboró con 70 µL de  BMEDA en una 

concentración de 0.5 mg/mL disuelto en Dimetilsulfoxido (DMSO) y 840 µL SnCl2 

con concentración de 10 mg/mL disuelto en HCl 0.1 N. Mientras que el Kit 2 

contiene los mismos componentes que el Kit 1 más 875 µL de GSH con una 

concentración de 50mg/mL disuelto en ácido acético al 10% V/V. Ambos Kits, se 

agitaron vigorosamente y se desgasificaron con Nitrógeno (N2) durante 15 
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minutos. Posteriormente el Kit 1 y Kit 2 se dividieron cada uno en 11 tubos 

Eppendorf (Thermo Fisher Scientific) cada tubo del Kit1 uno contenía 80 µL y cada 

tubo del Kit 2 contenía 157 µL de mezcla.  

Estos tubos fueron congelados con nitrógeno liquido, y sometidos a liofilización 

(LABCONCO, USA) bajo los siguientes condiciones: 
Tabla 3. Condiciones de Liofilización 

El proceso de liofilización se realizo en el equipo LABCONCO FreeZone 2.5 USA. 

 

Las muestras liofilizadas se guardaron bajo condiciones de vacío en un desecador 

hasta su uso posterior. 

 

 6.6.2. Radiomarcado de liposomas y lipomics  
 
El radiomarcado de liposomas y lipomics, se realizó resuspendiendo el Kit 1 o Kit 2 

en 5 mL de solución salina isotónica (NaCl 0.9%) y posteriormente se 

desgasificaron durante 15 minutos con N2. A continuación se agregó HCl 12 M 

hasta obtener un pH de 2.  

De la solución anterior se tomó una alícuota de 1 mL y se colocó en un tubo 

Eppendorf, seguido de la adición de 5 mCi de Pertecnectato de Tecnecio 

metaestable (99mTcO4
-), a continuación la mezcla se agitó vigorosamente durante 

30 min. Posteriormente se modificó el pH agregando NaOH 1 M hasta llegar a un 

valor de 6 o 7 según el caso. 

Para el radiomarcado, se agregó un volumen de liposomas o lipomics, equivalente 

a 30 µmol de fosfolípidos (~0.5 mL), al tubo Eppendorf con el complejo 99mTc-

2BMEDA, y se incubó a 39 ºC por 1 hora a 300 rpm.  

La eficiencia de radiomarcado se determinó utilizando un contador de centelleo de 

tipo pozo (LUDLUM 2200, USA) midiendo la diferencia de actividad en la parte 

Condiciones del proceso de liofilización 

Proceso de liofilización paso Tiempo (hr) Temperatura (ºC) 
Presión 
(mBar) 

Pre-congelación 1	 1	 -80	 0.12	

Liofilización Primaria  2	 36	 -58	 0.12	

Liofilización Primaria  3	 12	 18	 0.12	
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inferior (Bottom) y la suma de la parte inferior y la superior (Top) de la placa 

cromatográfica (PALL, ITLCTMSG), multiplicada por cien, obteniendo la eficiencia 

de radiomarcado con la siguiente ecuación: 

% 𝐸𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑅𝑎𝑑𝑖𝑜𝑚𝑎𝑟𝑐𝑎𝑑𝑜 =  
𝐴 𝐵𝑜𝑡𝑡𝑜𝑚

𝐴 𝐵𝑜𝑡𝑡𝑜𝑚 + 𝐴 𝑇𝑜𝑝 𝑥 100 

   

6.6.3 Estabilidad de radiomarcado In vitro 
 

Se tomó una alícuota de 50 µL de lipomics radiomarcados con el complejo 99mTc-

2BMEDA y se adicionaron a 250 µL de suero humano. Posteriormente, la mezcla 

se incubó a baño seco a 37ºC con agitación constante de 300 rpm en (Multi-

Therm, Thermo Fisher). Se tomaron alícuotas de 2.5 µL a las 0, 0.5, 1, 3, 6, 12 y 

24 h, cada muestra se analizó por medio de una placa cromatográfica (PALL, 

ITLCTMSG), eluida con solución salina isotónica. Posteriormente usando el 

contador de pozo (LUDLUM 2200, USA) se medió la eficiencia radioquímica. 

 

6.7. Evaluación Farmacocinética 
 
 6.7.1 Animales de experimentación 
 

Se utilizaron 18 ratas Wistar macho entre 6-8 semanas de edad, adquiridos del 

Bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM en Ciudad universitaria. Los 

animales se mantuvieron en el Bioterio del Instituto Nacional de Cancerología 

(INCan) en ambiente libres de patógenos, con agua y alimento ad libitum, con 

fotoperiodo día/noche 12/12, a una temperatura de 22 ºC y humedad del 40%. 

 

 6.7.2 Estudios de farmacocinética sanguínea y biodistribución en ratas 
 
Las ratas (200-220g) se separaron en tres grupos (n=5). Al grupo control se le 

administró por vía intravenosa 250 µCi de 99mTcO4
-, mientras que a los grupos 

experimentales se les inyectó 300 µCi 99mTc-2BMEDA-Lipomic por vía 
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intravenosa.  Se tomaron 20 µL de sangre extraída de la punta de la cola a los 

tiempos 0.08, 0.16, 0.25, 0.33, 0.41, 0.5, 0.75, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 12, 24 h. La 

actividad de las muestras se midió inmediatamente en el contador de pozo 

(LUDLUM 2200, USA). Se elaboró una gráfica de Concentración de actividad en 

sangre (mCi/ml) contra tiempo y los parámetros  farmacocinéticos se obtuvieron a 

partir del cálculo de un modelo bicompartimental. Algunos animales se sacrificaron  

a  3, 6 y 24 h, y se extrajeron los órganos de interés (Bazo, Corazón, Estómago, 

Hígado,  Intestino delgado, Intestino grueso, Pulmones, riñones y vejiga); estos 

órganos se pesaron y se tomaron porciones significativas del tejido para 

cuantificar la actividad en cada uno de ellos. 

 

 6.7.3 Adquisición de imágenes 
 
Los estudios de imagen molecular fueron realizados a las 1, 3 y 6 h posteriores a 

la inyección para observar la biodistribución de los lipomics en el organismo. Se 

utilizó un equipo microPET/SPECT/CT (Albira, Bruker) y como radionúclido 

Tecnecio-99m (99mTc) en el caso del grupo control y en el caso de los grupos 

experimentales 99mTc-2BMEDA-Lipomic, administrando en promedio 250 µCi por 

vía intravenosa. Durante el estudio las ratas fueron anestesiadas con el 

Isoflurano/oxigeno (3:100). A partir de estos estudios se cuantificó la captación de 

las formulaciones lipómicas en órganos usando el software PMOD.    

El análisis estadístico se realizó con el establecimiento de ROIS, en la cuales se 

determinó las cuentas por segundo, con las cuales se determinó la actividad por 

órgano en el sujeto. 
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7. Resultados 
 

7.1 Diseño Experimental de Taguchi 
 

El diseño de Taguchi para cuatro variables con dos niveles de evaluación (bajo y 

alto), dio como resultado un arreglo ortogonal de 16 experimentos propuestos a 

partir del programa Minitab (Tabla 4). 
Tabla 4. Diseño Experimental de Taguchi  

 Experimentos de síntesis obtenidos a través del programa MiniTab 18. 
Nota: 1= Nivel Bajo, 2= Nivel Alto. 
 

Experimento	
[Fosfolípido]	
[mg/mL]	

[Tensoactivo]	
[mg/mL]	

						[Flujo]	
(mL/h)	

Tiempo	de	
Sonicación	

Lipomic	1	 1	 1	 1	 1	
Lipomic	2	 1	 1	 1	 2	
Lipomic	3	 1	 1	 2	 1	
Lipomic	4	 1	 1	 2	 2	
Lipomic	5	 1	 2	 1	 1	
Lipomic	6	 1	 2	 1	 2	
Lipomic	7	 1	 2	 2	 1	
Lipomic	8	 1	 2	 2	 2	
Lipomic	9	 2	 1	 1	 1	
Lipomic	10	 2	 1	 1	 2	
Lipomic	11	 2	 1	 2	 1	
Lipomic	12	 2	 1	 2	 2	
Lipomic	13	 2	 2	 1	 1	
Lipomic	14	 2	 2	 1	 2	
Lipomic	15	 2	 2	 2	 1	
Lipomic	16	 2	 2	 2	 2	

 

 7.2 Determinación del punto de turbidez (PT) 
 
La determinación de los puntos de turbidez de los cuatro tipos de tensoactivos 

utilizados en este trabajo se realizó de manera visual en primera instancia y los 

resultados para el surfactante 4 se corroboraron con un turbidímetro diseñado en 

el laboratorio de Física Medica del Instituto Nacional de Cancerología. 
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Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 3, donde se observa que cada 

surfactante muestra un comportamiento diferente. 

 

 
 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 3. Punto de turbidez de Surfactantes no iónicos. 
A) Puntos de Turbidez obtenidos por medio del método visual 
B) Puntos de Turbidez obtenido por medio del Turbidimetro. 

 

En la Figura 3B se comparan los resultados del PT usando dos métodos de 

medición (Visual y Turbidímetro); no se observa diferencia entre ambos métodos 

de medición. 

 

 7.3. Elaboración del Lipomic 
 
En la Tabla 5 se presentan los resultados del tamaño hidrodinámico de partícula y 

el índice de polidispersión para cada una de las formulaciones propuestas. De 

estas formulaciones se descartaron las formulaciones 14 – 16 debido a que el 

tamaño de partícula mostrado era mayor a 1000 nm. 

 

 

B) A) 



	 26	

Tabla 5.  Tamaño de Partícula e índice de Polidispersión de las formulaciones propuestas 
para la síntesis del lipomic. 

	
Tamaño	(nm)	

	Muestra	 Diámetro	Efectivo	 Diámetro	Promedio	 Índice	de	Polidispersión	
Lipomic	1	 88.7	 218.5	 0.2	
Lipomic	2	 658.2	 1904	 0.13	
Lipomic	3	 107.4	 147.6	 0.188	
Lipomic	4	 6965.1	 2242.6	 0.196	
Lipomic	5	 1170.4	 4497.1	 0.33	
Lipomic	6	 4303.8	 2778.4	 0.161	
Lipomic	7	 5075.6	 2779.1	 0.14	
Lipomic	8	 6965.1	 2242.6	 0.196	
Lipomic	9	 157.6	 418.6	 0.226	
Lipomic	10	 1840.2	 2531.7	 0.238	
Lipomic	11	 31622.6	 9989.7	 0.547	
Lipomic	12	 695.2	 1460.2	 0.195	
Lipomic	13	 230	 547.80	 0.278	

 

Con base a los resultados de la Tabla 6 se procedió a explorar distintas 

trayectorias en el diagrama ternario para las formulaciones Lipomic 1, 2, 3, 9, 12 y 

13. 

 

7.4 Diagramas ternarios 
 

En la Figura 4 y 5 se muestran los diagramas ternarios para las formulaciones 1, 

2, 3, 9, 12 y 13; cada punto de la trayectoria representa un cambio en la 

composición porcentual de los componentes del sistema expresados en %W/W. 

 

 

 

 

 

 

 

 



	 27	

 

  
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

Figura 4. Diagramas Ternarios Lipomic 1, 2, 3 y 9.  Se muestra la representación gráfica de las 
trayectorias trazadas a partir de las formulaciones previamente seleccionadas. 
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Figura 5. Diagrama Ternario Lipomic 12 y 13. Se muestra la representación gráfica de las 
trayectorias trazadas a partir de las formulaciones previamente seleccionadas. 
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7.5 Cuantificación de Fosfolípidos 
 
En la Figura 6, se muestran la curva patrón para los fosfolípidos A y B. Los datos 

obtenidos se toman como referencia para el cálculo posterior de la concentración 

de fosfolípidos en las muestras.   	
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 6. Curva patrón para la cuantificación de fosfolípidos 
Cuantificación por método de Stewart; Promedio +/- SD 



	 29	

 
En el caso de los lipomics, la determinación de la concentración de fosfolípidos se 

realizó mediante la inclusión de un blanco, el cual contiene la concentración de 

surfactante que se emplea en cada formulación. En la Tabla 6, se muestran las 

concentraciones de fosfolípidos.  

 
Tabla 6.- Cuantificación de fosfolípidos mediante la técnica de Stewart 

 [mg/mL]T= Concentración de fosfolípidos Teórica 

 [mg/mL]R= Concentración de fosfolípidos Real 

Muestra	 Fosfolípido		 [mg/mL]T	 [mg/mL]R	 %	Eficiencia		
Lipomic	1.1	 A	 59.3	 55.5	 93.5	
Lipomic	9.2	 B	 42.3	 40.5	 95.7	
Liposomas	B	 B	 42.4	 40.1	 94.5	

Liposomas	GQ-GC	 B	 31.4	 29.7	 94.7	
 
 

A partir de estos resultados se propuso modificar el método de cuantificación de 

fosfolípidos, para eliminar una sobreestimación de su concentración como 

resultado de la acción del surfactante. Las concentraciones reales son usadas 

como base para el cálculo de proporciones en el proceso de radiomarcado. 

 
7.6 Estabilidad Fisicoquímica 

 
En la Tabla 7 se muestran los resultados del análisis de tamaño de partícula y 

distribución poblacional de cada uno de los puntos mostrados en los diagramas 

ternarios. Donde: Diámetro Efectivo (DE); Desviación Estandar (SD); Índice de 

Polidispersión (IP).  
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Tabla 7. Resultados de caracterización fisicoqiímica del Lipomic 

Diámetro Efectivo (DE), Desviación Estándar (SD), índice de Polidispersión (IP). 
 

 
 
Con base en los resultados se seleccionaron aquellos puntos de las trayectorias 

que presentaron una distribución poblacional con tamaño en el intervalo de 0-200 

nm en un porcentaje mayor o igual a 85% (Tabla 8).  

  
 Composición [%W/W]  Tamaño (nm) 

  
% Distribución 

Poblacional (nm) 
  Punto Surfactantes Fosfolípidos  Agua DE SD(+/-) IP 0-200  > 200  

Lipomic
1 

1 8.37 4.52 87.11 87 31 0.239 89 11 
2 3.81 2.06 94.13 94 10 0.26 100 0 
3 1.32 0.71 97.97 85 31 0.254 69 31 
4 0.63 0.34 99.03 88 38 0.247 98 2 
5 0.12 0.07 99.81 76 19 0.272 98 2 

Lipomic 
2 

1 5 10 85.16 658 581 0.13 63 37 
2 2.57 5.1 92.33 203 412 0.145 69 31 
3 1.34 2.67 95.98 146 178 0.207 72 28 
4 0.65 1.29 98.06 111 35 0.257 57 43 
5 0.14 0.27 99.59 104 49 0.104 86 14 

Lipomic 
3 

1 3.28 10.35 86.38 107 28 0.188 85 15 
2 1.24 3.93 94.83 119 158 0.182 88 12 
3 0.62 1.96 97.41 113 66 0.228 88 12 
4 0.13 0.41 99.46 114 40 0.299 50 50 

Lipomic 
9 

1 8.2 4.2 87.6 89 49 0.252 69 21 
2 4.07 2.09 93.84 73 18 0.205 97 3 
3 1.34 0.69 97.97 76 24 0.246 84 16 
4 0.67 0.34 98.99 73 27 0.277 66 24 
5 0.13 0.07 99.81 82 64 0.25 80 20 

Lipomic 
12 

1 5 5 90 695 541 0.195 73 27 
2 2.35 2.36 95.28 228 454 0.158 71 29 
3 1.08 1.08 97.84 128 134 0.181 83 17 
4 0.48 0.49 99.03 109 43 0.264 66 34 
5 0.22 0.22 99.57 97 23 0.274 100 0 

Lipomic 
13 

1 9.21 3.06 87.73 230 225 0.278 39 61 
2 5.18 1.72 93.11 58 15 0.231 100 0 
3 2.62 0.87 96.51 59 12 0.222 100 0 
4 1.31 0.44 98.25 64 29 0.244 76 24 
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Tabla 8. Formulaciones con tamaño menor a 200 nm 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La nomenclatura corresponde a la formulación original del lipomic y el número que 
ocupa en la trayectoria. 
 

 
En la Figura 7 se muestra la evaluación del tamaño de partícula y potencial Z, 

durante un mes, para las formulaciones: 1.1, 1.2, 9.2 y 13.2. En 7A se muestra la 

variación en el potencial Z, mientras que en 7B se muestra la del Tamaño de 

partícula. El resto de las formulaciones (Tabla 8) se descartaron por mostrar 

inestabilidad al precipitarse en los primeros días de evaluación.  

 

 

 

 

 

 
 

Lipomic 1  
Muestra  Composición [%W/W]  
Lipomic  Surfactantes Fosfolípidos  Agua 
Lipomic 1.1 8.37 4.52 87.11 
Lipomic 1.2 3.81 2.06 94.13 
Lipomic 1.4 0.63 0.34 99.03 
Lipomic 1.5 0.12 0.07 99.81 

Lipomic 2 
Lipomic 2.5 0.14 0.27 99.59 

Lipomic 3 
Lipomic 3.2 1.24 3.93 94.83 
Lipomic 3.3 0.62 1.96 97.41 

Lipomic 9 
Lipomic 9.2 4.07 2.09 93.84 

Lipomic 12 
Lipomic 12.5 0.22 0.22 99.57 

Lipomic 13 
Lipomic 13.2 5.18 1.72 93.11 
Lipomic 13.3 2.62 0.87 96.51 
Lipomic 13.5 0.64 0.21 99.15 
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Figura 7. Evaluación de la estabilidad de tamaño y potencial Z de las formulaciones de Lipomics 
1.1, 1.2, 9.2 y 13.2. A) El asterisco (*) indica diferencia estadísticamente significativa punto 1 vs 2 

de Lipomic 1.2. B) El asterisco (*) indica diferencia Diferencia estadísticamente significativa punto 1 
vs 2 y 3 del Lipomic 13.2. 

 
En 7A el potencial de los Lipomic 1.2 y 13.2 muestran un aumento a través del 

tiempo, sin embargo no alcanzan valores mayores a -30 mV. En el caso de 7B, los 

Lipomic 1.1, 1.2 y 9.2, no muestran variaciones significativa, pero en el sistema 
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13.2 existe una diferencia estadísticamente significativa entre las medidas; esto se 

atribuye a un mal procedimiento de resuspensión (agitación) de la formulación 

durante la medición. Las variaciones no se consideran significativas para clasificar 

a los sistemas como inestables.	
 
 7.7 Microscopía  
 
La Figura 8 muestra imágenes de microscopía de Barrido de Ultra-Alta Resolución 
(Microscopio JSM-7800F del Instituto de Física de la UNAM). 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 8. Microscopía SEM. Lipomic 1.1 (Recuadros 1, 2 y 3), Lipomic 1.2 (Recuadros 4, 5 y 6), 
Lipomic 9.2 (Recuadros 7, 8 y 9) y Lipomic 13.2 (Recuadros 10, 11 y 12).  
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Los estudios de microscopía demuestran variedad morfológica según entre las 

distintas formulaciones. Se ha demostrado que la morfología de liposomas y 

lipomics tiene una relación directa con la concentración de los fosfolípidos 

(Osornio, 2016) (Spicer, 2001).  En la Figura 8 se observa que los lipomics 1.1 y 9.2, 

muestran en su mayoría estructuras esféricas, mientras que el lipomic 1.2 muestra 

morfologías cubicas, elipsoidales y esféricas. Por último, el lipomic 13.2 muestra 

una gran aglomeración de estructuras, aunque también se observa la existencia 

de partículas esféricas aisladas de diámetro aproximado de 24 nm. 

En la Tabla 9 se presenta un comparativo entre el tamaño hidrodiámico obtenido 

con la técnica de dispersión de luz (Zetasizer Analyzer 90 PLUS/BI-MAS) y el 

tamaño obtenido del análisis estadístico de las imágenes de microscopia con el 

programa ImageJ. 

 
Tabla 9. Comparativo del tamaño de partícula  

SD: Desviación Estandar 
 

 

 

 

 

 

 

Los resultados muestran que no hay diferencias significativas entre los tamaños 

medidos con ambas técnicas cuando las estructuras están bien definidas y la 

emulsión no presenta aglomeración (Lipomic 1.1, 1.2 y 9.2). En el caso del lipomic 

13.2, se observa una diferencia significativa determinada mediante una prueba 

ANOVA, entre los resultados de las mediciones, lo que se atribuye a la 

incapacidad de la técnica de dispersión de luz de diferenciar los cúmulos 

(agregados de partículas) de las partículas individuales (Bibi, 2010). 

 

 

Lipomic Diámetro 

Hidrodinámico (nm) 

SD +/- 

(nm) 

Diámetro 

Microscopía (nm) 

SD +/- 

(nm) 

1.1	 87	 31	 78	 40	

1.2	 94	 10	 86	 36	

9.2	 73	 18	 64	 52	

13.2	 58	 15	 24	 18	



	 35	

Con estos resultados se descartaron las formulaciones Lipomic 1.2, por su 

variabilidad morfológica, y 13.2, por la presencia de aglomerados. 

En la Figura 9 y 10, se muestran imágenes obtenidas mediante la adición de 

Acetato de Uranilo (UO2(CH3COO)22H2O) como medio de contraste para los 

lipomics 1.1 y 9.2. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 9. Microscopía realizada a Lipomic 1.1 
 

 
Figura 10. Microscopía realizada a Lipomic 9.2 

 
 
Cada Figura comienza con una toma SEM, la cual aporta información sobre la 

estructura; la morfología observada se atribuye a el procesamiento de la muestra, 

que provoca un cambio en la osmolaridad y a los constantes secados provocando 

la aglomeración. Las tomas TEM y STEM, muestran compartimentos de mayor 

contraste, lo que indica la existencia de regiones hidrofílicas dentro de las 

estructuras y muestran la posible existencia de la estructura lipomic. 
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En la Figura 11 se muestran las imágenes de fluorescencia utilizando los 

fluoroforos: (Rodamina B (RhB) y Fluoresceína de Sodio (NaFi). En donde las 

imágenes 1-2 pertenecen a imágenes continuas del Lipomic 1.1y las imágenes 3-4 

al Lipomic 9.2.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 
Figura 11. Imágenes representativas de microscopía óptica de Fluorescencia. Lipomic 1.1 (1-2) 

Lipomic 9.2 (3-4). 
 

Al insertarse en la bicapa de fosfolípidos, la RhB permite corroborar la estructura 

esférica observada en las microscopías electrónicas. El NaFi, al ser hidrofílico se 

incorpora en los compartimentos micelares dentro del liposoma o las rodea 

formando un halo, como se observa en las figuras 2 y 4. Al tratarse de un 

microscopio óptico, se optó por no sonicar las muestras, esto con el fin de obtener 

una estructura de mayor tamaño. El proceso de sonicación solo es un método 

físico para la reducción del tamaño de partícula y no interfiere en la formación de 

los compartimentos acuosos dentro de las estructuras. 
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 7.8 Radiomarcado 
 
En el proceso de radiomarcado se utilizaron tanto liposomas como lipomics, con el 

fin de comparar la eficiencia en condiciones donde el quelante BMEDA es 

hidrofílico (Figura 12) o lipofílico (Figura 13), lo cual se logra a través de la 

manipulación del pH. 

 
 
 
 
  

 
 
 
 
 

 
 
 

 
Figura 12. Eficiencia de Radiomarcado a pH 6 

* Diferencia estadísticamente significativa entre Liposomas GQ-GC vs Lipomic 1.1 y Lipomic 9.2 
** Diferencia estadísticamente significativa entre Liposomas B vs Lipomic 1.1 y Lipomic 9.2 

 
 

 
 

  
 

 
 
 

 
 
 

Figura 13. Eficiencia de Radiomarcado pH 7 
**** Diferencia Estadísticamente significativa entre Liposomas B vs. Las distintas 

formulaciones. 
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En la Figura 12, se muestran los resultados del radiomarcado de los liposomas y 

lipomics a pH 6 y un gradiente de concentración con Glucoheptanato en el medio, 

lo que provoca, que el complejo se encuentra en su forma hidrofilica 99mTc-

BMEDA-H+, en esta forma al complejo le es más complicado atravesar la bicapa 

lipídica, sin embargo bajo las condiciones de marcaje le es posible atravesar la 

misma. En la figura 12 se puede observar que los lipomics muestran una mayor 

captación del complejo, debido a que la concentración de colesterol es menor, 

dando una mayor flexibilidad a la membrana (Li S. , 2011).  

 

En la Figura 13, se observa que las condiciones lipofílicas aumentan el paso del 

complejo a través de la membrana lipídica, al poseer un espacio lipofílico en el 

núcleo los lipomics, son capaces de almacenar una mayor cantidad de 99mTc-

2BMEDA que los liposomas blanco, que al poseer un núcleo totalmente hidrofílico 

repelen al complejo. En el caso de los liposomas con gradiente químico y de 

concentración, se observa una captación cercana al 100 %, debido al cambio en el 

pH que lo transforma a su forma hidrofílica: 99mTc-BMEDA-H+, provocando que 

éste sea incapaz de abandonar el núcleo, sin embargo, estadísticamente no hay 

diferencia entre los lipomics y los liposomas GQ-GC, haciendo el marcado de los 

lipomics más práctico, al no requerir de dichos gradientes. 

 
7.8.1 Estabilidad de Radiomarcado In vitro 

 

En la Figura 14, se muestra la estabilidad in vitro de los lipomics 1.1 y 9.2 durante 

un periodo de tiempo de 24 h a una temperatura de 37 ºC y agitación constante. 

En las primeras horas la liberación se atribuye a un cambio en las condiciones 

como temperatura, osmolaridad y agitación, al incrementar la temperatura la 

fluidez de la membrana aumenta, y por medio de un movimiento de osmosis el 

complejo 99mTc-2BMDA abandona el lipomic en las primeras horas de la medición. 

Al llegar a un equilibrio, la variación en la concentración se ve modificada 

gradualmente, lo que se manifiesta una pendiente cercana a cero a partir de las 5 

h. Al presentar una concentración menor al 5 % de colesterol la membrana es 
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menos rígida siendo posible este fenómeno (Attwood, 2006). A las 24 h ambos 

sistemas muestran un porcentaje de estabilidad mayor al 50 %, indicando la 

estabilidad de los sistemas.  

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Figura 14. Estabilidad In Vitro de lipomics 1.1 y 9.2. 
Se reporta el promedio +/- error estándar. 

 
7.9 Evaluación Farmacocinética 
 

En la Figura 15, se muestran los resultados de las pruebas de farmacocinética 

plasmática elaboradas para los lipomics 1.1, 9.2 y el control ( 99mTc), en un periodo 

de 9 h. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 15. Farmacocinética plasmática entre TcO4

- y Lipomic 1.1 y 9.2. Se reporta el promedio de 
n=4, 6, 4 respectivamente +/- error estándar. Una prueba ANOVA indicó que no hay diferencias 

estadísticamente significativa entre los sistemas. 
 
A partir de estos resultados se calcularon los parámetros farmacocinéticos bajo un 

modelo bicompartamental (Tabla 10). 
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Tabla 10. Parámetros Farmacocinéticos, calculados a partir de un modelo de dos compartimentos. 

Los datos corresponden a el promedio +/- error estándar de la media. *: diferencia 
estadísticamente significativa con respecto a los otros grupos. 

 

Los resultados mostrados en la Tabla 10, muestran valores cuantitativos del 

fenómeno farmacocinético representado en la Figura 15. En los tres casos 

analizados no se observa diferencia estadísticamente significativa (Figura 15), sin 

embargo los parámetros farmacocinéticos demuestran un comportamiento 

diferente de los tres sistemas en el organismo. En los tres sistemas se observó 

que el tiempo de vida media en el compartimento central (t1/2 α) es prácticamente 

nulo, lo cual es corroborado por los parámetros de tiempo de vida media en el 

compartimento periférico (t1/2β) al mostrar un mayor tiempo de permanencia, 

además, la constante de velocidad de paso del compartimento 1-2 (K12), al 

mostrar valores significativamente mayores a los de la constante de velocidad de 

paso del compartimento 21 (K21) y la constante de eliminación (K10), demuestra 

que el flujo hacia el compartimento periférico es mayor que el retorno de los 

sistemas a circulación sanguínea, indicando que el sistema no es eliminado por 

completo si no que es absorbido por órganos, lo que se ve reflejado en la rápida 

disminución de la concentración plasmática (Figura 15) y confirmado con las 

técnicas de imagen molecular (Figura 16, 17 y 18). 

Se corrobora una alta concentración de los sistemas en el compartimento 

periférico al comparar los volúmenes de distribución de los compartimentos 1 y 2 

(VD1 y VD2) respectivamente, en donde se muestra que el VD2 es 

Parámetro		 TcO4
-	 Lipomic	1.1	 Lipomic	9.2	

t1/2	ß	(h)	 2.8	+/-	0.1	 3.5+/-	0.3	 3.5+/-0.2	
t1/2	α	(h)	 0.1+/-0.04	 0.08+/-0.03	 0.04+/-	0.004	
K21(h-1)	 1.1+/-0.4	 1.2+/-0.3	 0.8+/-0.1	
K12	(h-1)	 14.9+/-5.3	 12.2+/-6.3	 11.7+/-1.2	
K10	(h-1)	 3.5+/-1.2	 2.6+/-0.6	 4.3+/-0.4	
VD	1(mL)	 30.2+/-	9.8	 21.7+/-4.3	 38.8+/-6.9	
VD	2	(mL)	 202+/-40	 187+/-50	 480+/-41*	
Cl	(mL/h)	 78+/-7	 50+/-11	 126+/-28*	

ABC	0-inf	(µci*h)/mL	 3.8+/-0.6	 5.9+/-0.8*	 2.8+/-0.4	
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aproximadamente 10 veces mayor que el mostrado por el VD1 y mostrando 

diferencia estadísticamente significativa entre el lipomic 9.2 y los otros dos 

sistemas, siendo esta formulación la más captada por el compartimento periférico 

y a su vez la de mayor aclaramiento (Cl). El aclaramiento es un cálculo teórico que 

indica el procesamiento de los sistemas por los órganos, que el lipomic 9.2 

presente una mayor Cl es consistente al presentar un mayor VD2. 

 

El área bajo la curva (ABC0-inf), representa la cantidad de los sistemas presente 

en circulación sanguínea a través del tiempo, el lipomic 1.1 presenta la mayor 

ABC0-inf con una diferencia estadísticamente singnificativa con los otros sistemas, 

lo cual significa que permanece más tiempo en circulación, sin embargo no 

significa que sea el que más tiempo permanece en el organismo. 

 

A la par de los estudios farmacocinéticos se realizó un estudio de biodistribución in 

vivo usando la técnica de imagen SPECT/CT. En las figuras 16, 17 y 18 se 

presentan las imágenes más representativas para el control (99mTcO4
-), el lipomic 

1.1 y el lipomic 9.2 respectivamente. En el caso del 99mTcO4
-, éste se evalúo a 1 y 

3 h después de la administración; de acuerdo con la literatura, el tecnecio libre 

tiene una vida media biológica de 3 h en el organismo por lo que se determinó que 

el estudio a 6 horas no era necesario. En las imágenes se observó una mayor 

captación de 99mTcO4
- en intestinos, hígado y estómago, siendo este órgano el 

más representativo en la Figura 16. En el caso de los lipomics 1.1 y 9.2, se 

tomaron imágenes 1, 3 y 6 h después de la administración; para el lipomic 1.1 se 

observa una biodistribución mayoritariamente concentrada en intestinos e hígado 

(Figura 17), mientras que para el lipomic 9.2 se encuentra mayoritariamente en 

hígado, como se puede observar en la Figura 18.  
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Estómago 

  
 

Figura 16. Imágenes  SPECT/CT representativas de la biodistribución de 99mTcO4
-, 1 y 3 h después 

de la inyección. La acumulación se da principalmente en estómago → , que es una vía normal de 
metabolismo y eliminación del 99mTcO4

-. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 17. Imágenes  SPECT/CT representativas de la biodistribución de Lipomic 1.1 evaluadas a 
1, 3 y 6 h después de la administración. La capación del lipomic se observa en intestinos → . 
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Figura 18. Imágenes  SPECT/CT representativas de la biodistribución de Lipomic 9.2 a 1, 3, y 6 h 
después de la administración. Se observa una acumulación y retención del lipomic en el hígado 

→ , una vía normal en el procesamiento de fosfolípidos. 
 
 

Los resultados del análisis de las imágenes se presenta en la Figura 19, en ésta 

se muestra el porcentaje de biodistribución por órgano. El metabolismo del 
99mTcO4

-, está ligado principalmente a mucosas y glándulas, el aparato 

gastrointestinal es el principal compartimento de metabolización y eliminación de 

este radionúclido (Bennink, 2003) (Meltem Caglar, 2002). La biodistribución de la 

forma libre (Figura 16), muestra una captación mayoritaria en el estómago, 

coincidiendo con lo reportado con la literatura. Mientras que los sistemas lipómicos 

presentan una biodistribución distinta, atribuida a la bicapa de fosfolípidos que 

encapsulan al 99mTcO4
-, impidiendo la interacción con sus receptores naturales. Al 

ser elaborado con un fosfolípido impuro (mezcla estructural de fosfolípidos) el 

lipomic 1.1 presenta una mayor metabolización por parte del hígado, provocando 

su paso a intestinos en un periodo de tiempo menor y acumulándose en este 

órgano (Figura 17). Mientras que el lipomic 9.2 al estar compuesto por un 

fosfolípido puro, este sufre pasos previos antes de su metabolización, provocando 

su mayor estadía en el hígado (Figura 18).    
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El análisis in vivo se corroboró con un estudio ex vivo, mediante la cuantificación 

de la dosis restante en los órganos después de 24 h de la administración (Figura 

20). Se muestran los resultados de la biodistribución en órganos de interés, en 

términos del porcentaje de dosis inyectada por gramo de tejido (%DI/g), para el 
99mTcO4

- y las formulaciones de lipomics, 24 h después de la inyección. A este 

Figura 19. Biodistribución in vivo mediante imagen molecular microSPECT/CT adquiridas a 1, 3 y 6 h inyectadas con 
TcO4

- y las formulaciones de lipomic marcadas con Tc-2BMEDA. *: representa diferencias significativas (p<0.05) con 
respecto a los otros grupos. 

 
 
 



	 45	

tiempo se puede observar que la cantidad de 99mTcO4
- es mínima, siendo 

expulsado en las primeras horas. En el caso del lipomic 1.1 las concentraciones 

son mayores en hígado e intestinos; mientras que  para el lipomic 9.2, se observa 

una concentración mucho mayor en el hígado y bazo, que es estadísticamente 

significativa con respecto al lipomic 1.1 y el control. Ambos órganos se 

caracterizan por tener un mayor metabolismo de fosfolípidos. 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 20. Porcentaje de dosis inyectada por gramo en órganos de interés (corregida por 
decaimiento radiactivo). Se reporta el promedio +/- error estándar. *: Diferencia estadísticamente 

significativa entre Lipomic 9.2 vs Lipomic 1.1 y Control. **: Diferencia estadísticamente significativa 
entre Lipomic 9.2 vs Lipomic 1.1 y Control. 
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8. Análisis de Resultados 

  
Los resultados del trabajo sustentan el desarrollo de los lipomics como posibles 

sistemas de liberación de fármacos. Los resultados se pueden dividir en tres 

secciones: la evaluación fisicoquímica, el radiomarcado y la evaluación in vivo. 

 

A partir de un trabajo previo (Osornio, 2016), se plantea que los lipomics se pueden 

obtener a partir del control de parámetros fisicoquímicos como la concentración de 

componentes, el flujo y el tiempo de sonicación. El diseño experimental de 

Taguchi (Tabla 4), permitió la exploración de 16 condiciones experimentales, cada 

una con una combinación única de parámetros, otorgando las condiciones 

experimentales para que el lipomic sea formado de una manera reproducible. 

 
Otro parámetro de importancia en la obtención de estas estructuras es la 

determinación del punto de turbidez (PT). Cuando un tensoactivo llega a la 

temperatura de turbidez forma una red micelar, la cual es rodeada por la formación 

de la doble bicapa lipídica de los fosfolípidos en el medio, formando de esta 

manera el lipomic. El PT depende principalmente de tres factores: la concentración 

del tensoactivo, su estructura química (la extensión de la cadena de carbono) y la 

concentración de iones en el medio. La concentración del tensoactivo está 

directamente relacionada con la concentración micelar critica (CMC), al 

incrementar la temperatura se aumenta la CMC, provocando que la formación de 

micelas dependa de una mayor concentración. Los tensoactivos no iónicos 

pertenecen a la familia de los tensoactivos etoxilados; cuando se incrementan las 

unidades de oxido de etileno (porción hidrofilica) y la cadena de carbono se 

mantiene constante, el PT presenta un aumento, de este modo al aumentar la 

longitud de la cadena de carbonos, el PT presenta una disminución (Mukherjee, 

2011). En este estudio se modificaron tanto concentraciones como tipos de 

tensoactivos, manteniendo constante la concentración de iones en el medio, cada 

tensoactivo posee un PT distinto (Pytlakowska, 2013). 
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El análisis de PT con los distintos tensoactivos (Figura 3 A y 3 B) determinó la  

selección del tensoactivo número 4 para la elaboración del lipomic, considerando 

que una solución homogénea de surfactante con un alto punto de turbidez (PT) 

presentará una mayor estabilidad. (Kosegarten-Conde, 2012). 

 

En el caso del tensoactivo 2 y 3, estos se descartan por su bajo PT, en el intervalo 

de concentración necesario para la elaboración del lipomic (0.5-6 %w/w), además 

de que el tensoactivo 3 presenta problemas para su manipulación. En el caso del 

tensoactivo 1, a pesar de que presenta PT´s elevados, tiene el inconveniente de 

que las soluciones elaboradas con éste presentan una separación de fases en 

muy poco tiempo después de su elaboración. 

 

Los PT´s del tensoactivo 4, obtenidos de manera visual, se compararon y 

validaron con un Turbidímetro desarrollado en el Laboratorio de Física Médica del 

INCan. Este se diseñó bajo el principio de la ley de Beer-Lambert, de tal forma que 

el punto de turbidez es determinado a partir de una disminución en la señal de  

captación de la intensidad de luz por el detector, que se da como resultado de la 

formación de una red micelar que provoca la opacidad de la solución (Batigöc, 

2011). Como se puede observar en la Figura 3 B, la detección de este fenómeno 

es más sensible con el turbidimetro que de manera visual, mejorando la exactitud 

de la determinación del PT.  

 

Al hablar de sistemas coloidales en el área de sistemas de liberación de fármacos, 

se consideran tamaños en el intervalo de 100 a 400 nm, debido a su capacidad de 

carga y transporte de una cantidad suficiente de fármaco en ellas (Jong, 2008). De 

las formulaciones de la Tabla 5, se evaluó en primera instancia el tamaño de 

partícula, ya que esta propiedad puede afectar directamente la distribución, 

función y permanencia en el organismo (He, 2010). De esta forma se descartaron 

las formulaciones 4, 5, 6, 7, 8, 10 y 11, ya que presentan tamaños mayores a los 

1000 nm, que resultan en una alta respuesta del sistema inmunológico 

provocando una rápida eliminación y baja estabilidad (Oyewumi, 2010). También se 
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ha observado que con un tamaño mayor a 1000 nm las emulsiones comienzan la 

separación de fases y la coalescencia entre las partículas suspendidas es mayor 

provocando de esta manera su precipitación (Litzinger, 1993). Con base en este 

análisis, los sistemas 1, 2, 3, 9, 12 y 13 fueron seleccionados para la exploración 

de trayectorias mediante el uso de diagramas ternarios. 

 

Los diagramas Ternarios se utilizan ampliamente porque en ellos es más fácil 

entender el comportamiento de un sistema en equilibrio y determinar las 

composiciones de las fases y las cantidades relativas de cada una de ellas 

(Cisternas, 2009) (Novelo-Torres, 2010). En este trabajo, los diagramas ternarios 

permitieron definir los puntos de la trayectoria que resultaron en sistemas con 

potencial para su uso como acarreadores farmacéuticos (Figuras 4 y 5). Cada 

diagrama contiene puntos específicos colocados a partir de las concentraciones 

de cada uno de los componentes en el sistema, definiendo zonas en donde las 

concentraciones de los excipientes tenderán a comportarse de una manera 

específica. A partir de esto, podemos definir regiones de interés en donde es muy 

probable encontrar sistemas con características definidas.  
 

Cada punto analizado de las trayectorias cuenta con un tamaño de partícula 

cercano a los 100 nm, a excepción de los lipomics 2.1 y 12.1 (Tabla 7), según lo 

reportado en la literatura todos aquellos sistemas que se encuentren por debajo de 

200 nm permanecerán por mayor tiempo en circulación (Litzinger, 1993). Los 

sistemas con una distribución global porcentual mayor o igual al 85% en un 

intervalo de 0-200 nm son seleccionados para el estudio de estabilidad (Tabla 8). 

 

Los sistemas coloidales se consideran sistemas termodinámicamente inestables, 

la estabilidad física de estos sistemas depende de varios factores como: Variación 

de temperatura, estrés durante el transporte, compatibilidad de los excipientes, 

tamaño de partícula y el potencial Zeta del sistema (Tadros, 2004). Un sistema 

coloidal deja de considerarse estable en el momento que la separación de sus 

fases se considera irreversible, los sistemas más estables son aquellos en donde 
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las fuerzas de repulsión predominan entre las partículas suspendidas evitando de 

esta manera la coalescencia y floculación de las partículas (Ivanov, 1996), (Gao, 

2018). 

 

El estudio de estabilidad con base en el potencial Z (Figura 7 A) y el tamaño de 

partícula (Figura 7 B) demostró que los lipomics 1.1, 1.2, 9.2 y 13.2 son estables a 

través de un periodo de 30 días. Se considera que las fuerzas electrostáticas entre 

las partículas no sufren de alteraciones debido a que en ninguno de los sistemas 

se observa un aumento en el tamaño de partícula mayor a los 200 y el potencial Z 

no aumenta de – 30 mV y por tanto se evita la aglomeración, fusión, coalescencia 

y precipitación de las partículas (Zeta-Meter Inc., 2001). Cuando las partículas en 

suspensión no presentan aglomeración, tanto la técnica de dispersión dinámica de 

luz como la microscopia electrónica no presentan variaciones estadísticamente 

representativas (Tabla 9), como es el caso de los lipomics 1.1, 1.2 y 9.2. En el 

caso del lipomic 13.2, se presenta una notable diferencia en los tamaños, que 

indica que en solución las partículas se encuentran en forma de cúmulos, como se 

observa en las imágenes de microscopía (Figura 8 recuadros 10, 11 y 12). Se ha 

demostrado que cúmulos con partículas menores a 100 nm, no presentan 

alteraciones en el potencial Z, ya que las repulsiones electrostáticas entre cúmulos 

es proporcional a las mostradas por las partículas individuales en este rango de 

tamaños (Zeta-Meter Inc., 2001). 

 

La forma y tamaño de las nanopartículas tiene gran influencia sobre la 

biodistribución y eliminación de las mismas (Decuzzi, 2009), por medio de la 

microscopía SEM, se obtienen imágenes que permiten la determinación de estas 

propiedades (Bibi, 2010). Una geometría esférica (Figura 8 recuadros 1, 2, 3 

lipomic 1.1 y 7, 8 y 9 lipomic 9.2), complementada con tamaños de partícula de 78 

y 64 nm respectivamente, son cualidades que permiten una baja detección por el 

sistema inmune y teóricamente un tiempo de circulación prolongado (Li X. D., 

2013). En el caso del lipomic 13.2, que a pesar de poseer una geometría esférica, 

individualmente posee un tamaño de partícula de 24 nm, lo que en diferentes 
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referencias bibliográficas propone una rápida eliminación del organismo por medio 

del RES o por filtración glomerular (Decuzzi, 2009). Por último el lipomic 1.2, 

muestra una variedad polimórfica presentando geometrías esféricas, elipsoides y 

cubicas (Figura 8, recuadros 4, 5 y 6).  La internalización celular, ya sea de 

macrófagos y otros tipos celulares, depende del ángulo de contacto con la 

superficie; si, es menor o igual a 45 º como es el caso de morfologías esféricas y 

elipsoides (Figura 21), la internalización de las partículas se lleva a cabo 

exitosamente, provocando la eliminación de la circulación en caso de los 

macrófagos y una mayor internalización en células blanco, cuando el ángulo de 

contacto es mayor a 45 º como es el caso de morfologías cubicas y elipsoides, la 

superficie de contacto es superior y se demuestra gran adherencia a la membrana 

sin embargo la internalización se inhibe (Figura 22) (Li X. D., 2013).  

 

   

    

  

  
 
 

 

 
Figura 21. Dependencia de la forma en la endocitosis 

 

La presencia de estructuras cubicas en el lipomic 1.2, se atribuye a las 

proporciones de fosfolípidos, así como a las condiciones experimentales, en un 

trabajo previo, se mostró la existencia de estas morfologías en condiciones 

experimentales similares (Spicer, 2001). La variedad morfológica en el caso del 

lipomic 1.2 y la visualización de cúmulos en el lipomic 13.2 descartaron estas 

formulaciones para procedimientos posteriores. 
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Tanto la microscopía TEM/STEM y la microscopía de fluorescencia, se realizaron 

con el objetivo de probar la existencia de la estructura propuesta en este trabajo. 

La inclusión de un medio de contraste hidrofílico como el acetato de uranilo a la 

formulación tiene el objetivo de resaltar las regiones hidrofílicas dentro de la 

estructura, al poseer una mayor Z, los electrones que inciden sobre las molécula 

de acetato de uranilo son detenidos, lo que se traduce en la imagen como 

regiones con mayor contraste y de características hidrofílicas, corroborando la 

posible existencia de la estructura propuesta (Figuras 9 y 10) (Hargreaves, 1978). 

Mientras que la microscopía de fluorescencia es comúnmente utilizada para el 

rastreo de los sistemas de liberación en ambientes biológicos, esta técnica 

además puede proveer información valiosa respecto a los atributos estructurales 

de varios sistemas (Bibi, 2010). El marcaje de la bicapa lipídica intuye la existencia 

de estructuras esféricas en suspensión (Recuadros 2 y 3, Figura 11),  en tomas 

continuas (después del cambio de lámpara), se observa la formación de pequeños 

halos alrededor de la partícula y pequeños cúmulos en el interior de los mismos. 

Sin embargo por la baja resolución del equipo, no se puede apreciar de una 

manera significativa este fenómeno. Los resultados de la microscopía electrónica y 

la microscopía de fluorescencia, permiten proponer la generación de lipomics con 

la metodología implementada en este trabajo. 

 

La cuantificación de fosfolípidos, demuestra que después de la purificación a 

través de una columna PD-10, los sistemas presentan una eficiencia mayor al 90% 

(Tabla 6), indicando que los métodos de producción favorecen el acoplamiento y 

formación de estructuras liposómicas y lipomics. A demás de ser un parámetro 

estequiométrico para métodos posteriores. La segunda etapa en esté trabajo fue 

el proceso de radiomarcado, por medio de la reducción del 99mTcO4
-, con SnCl2, lo 

que forma un complejo octaédrico estable (Kieviet, 1981). El complejo 99mTc-

2BMEDA tiene un patrón de complejación “SNS/S” es decir que el núcleo de 

tecnecio está unido por un lado a dos átomos de azufre y uno de Nitrógeno y 

además se encuentra unido a otro átomo de azufre perteneciente a una segunda 
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molécula de BMEDA. (BAO, 2003). El resultado del proceso nos otorga un 

complejo con carácter hidrófobo o hidrofílico dependiente del pH (CHANG, 2007). 

 

El radiomarcado de los diferentes sistemas hace referencia a la estructura, de esta 

forma a un quelante hidrofílico le será más difícil atravesar la bicapa lipídica sin 

ayuda de un gradiente de concentración o acarreador presente. Al realizar los 

experimentos con un gradiente de concentración de Glucoheptanato se observó 

que la inclusión de la forma hidrofílica para todos los sistemas está por arriba del 

70% (Figura 12), demostrando una mayor afinidad por los lipomics. Este resultado 

sugiere la presencia de compartimentos hidrofílicos dentro de los lipomics, al ser 

capas de acarrear un compuesto de esta naturaleza. Cuando el mismo quelante 

se encuentra en un intervalo de pH (7-8) adquiere propiedades lipofílicas, lo cual 

facilita la entrada a través de la bicapa lipídica, en estas condiciones los lipomics y 

los liposomas GQ-GC no muestran diferencias estadísticamente representativas, 

los tres sistemas son capaces de acarrear más del 90 % del complejo. Para los 

lipomics una vez que el complejo de tecnecio entra a través de la bicapa lipídica, 

las regiones hidrofilicas desplazan las moléculas hidrófobicas al interior de las 

micelas dentro del núcleo, siendo incapaz de abandonar éste. Por su parte,  los 

liposomas blanco no logran una captación mayor al 50 % en condiciones 

hidrofóbicas por la repulsión del complejo por su interior acuoso (Figura 13). Los 

resultados del radiomarcado proponen la existencia del lipomic, mostrando su 

naturaleza hibrida, al ser capaz de “cargar” tanto compuestos hidrofílicos como 

lipofílicos, siendo más eficientes que los liposomas al no requerir el uso de 

condiciones especificas como en el caso de los Liposomas GQ-GC.  

  

La tercera etapa, consistió en la evaluación in vitro, in vivo y ex vivo de los 

lipomics. La evaluación in vitro se realizo, en suero fetal bovino, midiendo la 

estabilidad de los lipomics emulando condiciones fisiológicas (Figura 14). La 

determinación de la estabilidad, tanto del radiomarcado como de los lipomics, se 

llevó a cabo a la par. Cuando el sistema libera su carga al medio es debido a la 

ruptura de la bicapa lipídica.  Después de 24 h de estudio, los lipomics mostraron 
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un nivel de estabilidad mayor al 50 %, lo que no garantiza una liberación 

prolongada homogénea. La manifestación de inestabilidad, reflejada en la caída 

abrupta de concentración en las primeras horas de estudio se puede evitar, al 

asegurarse que la emulsión contará con un balance osmótico apropiado. Al 

observar la Figura 14, la curva descrita para el lipomic 1.1 describe un proceso de 

adaptación osmótica en el cual las estructuras no se rompen al contacto con el 

medio, sino que se adaptan a él; por otro lado, la curva del lipomic 9.2, muestra un 

proceso de desestabilización estructural con una caída significativa en el 

porcentaje de estabilidad en las primeras horas, traducida como la inestabilidad de 

las estructuras más sensibles liberando el complejo de tecnecio al medio. Estos 

resultados indicaron que el lipomic 1.1 es un sistema más estable. 

 

Actualmente el Tecnecio 99m (99mTcO4
-) es uno de los radioisótopos más 

utilizados en el campo de la medicina nuclear, aproximadamente el 80 % de los 

procedimientos alrededor del mundo emplean derivados de este isótopo 

(Eckelman, 2013). Este radiofármaco presenta una variedad mecanismos de acción 

dependiendo del conjugado al cual este unido; algunos de los órganos blanco más 

comunes son el riñón, corazón, hígado, hueso y cerebro. La vía farmacocinética 

principal está determinada por su forma libre, es decir el Pertecnectato Sódico  de 

Tecnecio (99mTcO4
-), este ión tiene una biodistribución dirigida hacia  la glándula 

tiroidea, glándulas salivares y mucosas gástricas donde se elimina sin sufrir 

ninguna alteración, la vía secundaria de eliminación de este ión es la vía renal. 

(Bennink, 2003) (Meltem Caglar, 2002) 

 

Los estudios de farmacocinética plasmática e imagen molecular, nos permiten 

tener una visión general del comportamiento cinético de los sistemas dentro del 

organismo. Al comparar la biodistribución del 99mTcO4
- con los lipomics 1.1 y 9.2, 

se evidencian las diferencias farmacodinámicas entre estos. Al no presentar un 

recubrimiento protector como el PEG, las diferencias en el tiempo de circulación 

del 99mTcO4
- y los lipomics no son estadísticamente representativas; se ha 

demostrado que liposomas sin este recubrimiento duran en circulación 
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aproximadamente 90 minutos (Wu, 2019). Lo que coincide con lo mostrado en la 

Figura 15; el cálculo de los parámetros farmacocinéticos se realizó a partir de 

estos resultados  (Figura 15 y Tabla 10) y muestran un comportamiento diferente 

del 99mTcO4
-, y los lipomics. Mientras que el 99mTcO4

-,  al tratarse de una molécula 

libre de menor tamaño que los lipomics, es eliminado con mayor velocidad vía el 

sistema renal y glandular; el tiempo de eliminación es muy cercano a lo reportado 

en la literatura, que es de 3 h (Foradori, 1993). Sin embargo los lipomics presentan 

una mayor permanencia en el organismo, y una biodistribución distinta. A su vez el 

lipomic cumple con los objetivos de un sistema de transporte de fármacos al 

aumentar el tiempo de vida media en el organismo y modificar la conducta del 
99mTcO4

-. El tiempo de vida media en el organismo se podría prolongar aún más, al 

adicionar PEG al sistema.  

 

El análisis cuantitativo de biodistribución de lipomics (Figura 19) muestra una 

mayor captación en órganos como intestinos e hígado. En el caso del lipomic 9.2 

podemos observar que esta formulación tiende a acumularse a lo largo del tiempo 

casi exclusivamente en el hígado, por ser el órgano encargado del metabolismo de 

fosfolípidos, este sistema podría ser empleado como acarreador para fármacos 

relacionados a problemas hepáticos. Por su parte el lipomic 1.1, es metabolizado 

por el hígado y el bazo, sin embargo este sistema también presenta una 

distribución más heterogénea manifestándose en órganos como intestinos y 

estomago. Es posible que la baja estabilidad o la rápida metabolización de este 

sistema en el hígado y el bazo provoque la liberación del 99mTcO4
- y una vez libre 

este siga su vía de metabolismo normal. Los estudios in vivo fueron corroborados 

mediante las determinaciones ex vivo demostrando el mismo comportamiento 

(Figura 20). 
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9. Conclusión 
 

La implementación del método de Taguchi y diagramas ternarios permitieron el 

desarrollo de una técnica reproducible para la elaboración de lipomics, además la 

caracterización fisicoquímica del lipomic demuestra evidencia concreta de la 

posible de la existencia de la estructura propuesta, la cual es capaz del transporte 

de moléculas lipofilicas como hidrofilicas, mientras que la evaluación 

farmacocinética demuestra su capacidad como acarreador farmacéutico. 

 

  

 10. Perspectivas 
 

 Es necesario mejorar este sistema a futuro considerando la inclusión de 

PEG-2000, con el fin de incrementar el tiempo de circulación en el organismo, 

además de la inclusión de algún fármaco o fármacos para probar su actividad 

terapéutica y poder emplear el Lipomic 9.2 como posible sistema para el 

tratamiento para enfermedades Hepáticas. 
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ANEXO I 
Lipomic 
 

El lipomic es una nanoestructura conformada por un núcleo de micelas mixtas 

formado por una mezcla de surfactantes, rodeado por una bicapa de fosfolípidos. 

Esta estructura podría ser otra opción para el transporte de compuestos 

hidrófobos e hidrofilicos. La obtención de estructuras distintas esta directamente 

relacionado con la composición y condiciones experimentales. Los lipomic 

presentan algunas ventajas en comparación de los liposomas, en particular su 

compartimiento interno hibrido con la capacidad de almacenar tanto sustancias 

hidrófobas como hidrofílicas, además de que su fabricación no hace uso de 

solventes organicos, siendo un método mas amigable con el medio ambiente 

además de no contar con trazas de estos en su presentación final. (Osornio, 2016) 

 

Fosfolípidos  
 

Actualmente los fosfolípidos se pueden clasificar debido a su origen ya sea natural 

o sintéticos, los cuales son ampliamente usados para la elaboración de sistemas 

de liberación de fármacos como son las nanopartículas lipídicas. (Sercombe, 2015) 

Los bloques de construcción fundamentales de todas las membranas celulares 

son los fosfolípidos, estos son moléculas anfifílicas que consisten en dos cadenas 

de ácidos grasos hidrófobas, unidas a un grupo fosfato y un grupo hidrófilo. 

Debido a estas características estos compuestos tienen la capacidad de formar 

barreras estables entre dos compartimento acuosos, representando la estructura 

básica de todas las membranas biológicas.  

 

 Tensoactivos 
 
Las substancias que poseen una región polar unida a una región no polar son 

llamados surfactantes. Estos sistemas son solubles tanto en medios acuosos 

como no acuosos. En adición los surfactantes en un sistemas disperso, el grupo 
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polar y el no polar se orientan selectivamente al medio al que tengan más afinidad 

provocando de esta manera la disminución de la tensión superficial. Los 

surfactantes son clasificados en cuatro categorías dependiendo de la naturaleza 

de la carga presente en la parte hidrofílica del surfactante: aniónicos, catiónicos, 

no iónicos y Anfifílicos. (Kim, 2004) 

 

 Colesterol (Chol) 
 

El colesterol es una molécula lipídica que desempeña importantes funciones 

fisiológicas dentro de los organismos debido a su biocompatibilidad e 

hidrofobicidad, frecuentemente se utiliza como componente de formulaciones de 

nanopartículas lipídicas. Además, el colesterol evita la transición de fase de los 

fosfolípidos para hacer una formulación más estable, otorgando rigidez a la 

membrana, reduce la permeabilidad de las moléculas solubles en agua a través de 

la misma y previene la liberación del fármaco encapsulado. Pro lo tanto, la 

incorporación de un grupo de colesterol en formulaciones de nanopartículas 

lipídicas es una estrategia típica para la estabilidad a largo plazo.  (Mallick, 2017) 
 
Radiación 

 

El estudio y el uso de la radiación ionizante comenzó con el descubrimiento de los 
rayos x y el descubrimiento de la radioactividad natural. Desde entonces la 
radiación ionizante a jugado un papel importante en física atómica y nuclear donde 
ha acompañado en diversas áreas del desarrollo humano como: 

• Medicina, donde es usada para imagen y diagnostico radiológico y 
medicina nuclear, tratamiento del cáncer usando radioterapia, irradiación 
de sangre para prevenir una posible contaminación en las transfusiones y 
esterilización de quipos médicos. 

• Producción de energía en reactores nucleares y producción de 
radionúclidos empleados en la industria y la medicina. 

• En la industria en la producción de comida. 
• En la industria química donde el proceso de radiación produce una 

modificación química de los materiales industriales tales como los 
polímeros. 
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Decaimiento Radioactivo  
Henri Becquerel descubrió en 1896 la radioactividad natural abriendo todo un 
mundo nuevo para la física que eventualmente desarrollo avances importantes en 
la física moderna tales como la física nuclear y física de partículas (Podgorsak).  
 
Los nuclídos radioactivos, producidos ya sea naturales o artificialmente por 
reacciones nucleares, son inestables debido a esto estos núcleos se esfuerzan 
para regresar a una configuración mas estable a través de varios procesos de 
decaimiento radiactivo espontáneo que involucra la transformación a un núcleo 
mas estable y emisión de partículas energéticas. El proceso de decaimiento 
radioactivo se puede dividir en tres categorías: 

• Decaimiento Alfa (α) 
• Decaimiento Beta (β) 
• Decaimiento Gamma (γ) 

 
 
 C) Decaimiento gamma (γ). 
El decaimiento α, como los tres tipos de decaimiento β, pueden producir núcleos 
hijas en un estado excitado sin gastar toda la energía disponible para el 
decaimiento. El núcleo hija excitado puede liberar este exceso energético a través 
de dos procesos: 

• Emisión de energía por un proceso de decaimiento gamma (γ). 
• Un proceso de conversión interna (IC) donde a energía en exceso es 

transferida a un electrón. 
 
 
En sentido general, el decaimiento γ se considera como la desexcitación nuclear 
ya sea por la emisión de fotones en forma de rayos-γ o por conversión interna. El 
proceso de decaimiento gamma (γ) se representa de la siguiente manera: 

   𝑋!! ∗→ 𝐷!!!
! +  𝛾 +  𝑄! 

Donde 𝑋!! ∗ representa el estado excitado del núcleo 𝑋!!  y 𝑄!  es la energía del 
decaimiento gamma (γ). 
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