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1. Resumen 

 

La hipótesis del ganglio linfático centinela es sencilla y atractiva, pues el flujo linfático 

eferente de las neoplasias sólidas malignas no se distribuye al azar, sino sigue un 

patrón en algunos tipos de cáncer. La localización y consiguiente biopsia selectiva de 

este primer ganglio es importante al ofrecer una valoración directa de cuál sería la 

histología de diseminación de metástasis del tumor primario en cáncer de cabeza y 

cuello. Los ganglios linfáticos son órganos importantes del sistema inmune periférico, 

sus dos principales funciones son la filtración de la linfa y el reconocimiento y 

procesamiento inmunológico.  Las metodologías actuales para llevar a cabo la 

localización y biopsia del ganglio centinela se basan en colorantes vitales y 

radiotrazadores. 1,2 

 

En la práctica clínica existen nanocoloides de 2 a 200 nanómetros, que incluyen 

compuestos radiomarcados con 99mTc como: 

• Seroalbúmina humana. 

• Azufre coloidal. 

• Dextrano. 

• Trisulfuro de antimonio.  

Que in vivo muestran una gran difusión, con una visualización rápida de canales 

venosos y linfáticos, y aparición de numerosos ganglios de drenaje. 3–5 Sus 

desventajas son una pobre selectividad  a ganglios y además es posible que no se 

produzca una migración efectiva del trazador y de que éste quede retenido por 

fagocitosis rápida en el lugar de la inyección.6  

 

En este proyecto se desarrolló, caracterizó y evaluó mediante estudios de imagen 

molecular preclínica un nanocoloide 99mTc-AuNP-Manosa como medio de contraste 

para tomografía computarizada por emisión de un solo fotón (SPECT) con una 

selectividad incrementada por los componentes y estructuras de los ganglios 

linfáticos.  
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1. Introducción 

 

El cáncer es un grupo de enfermedades que se caracteriza por la presencia de células 

anormales con características como: 

• Pérdida de control en sus mecanismos de regulación en su división celular. 

• Evasión de la muerte celular. 

• Capacidad de iniciar angiogénesis. 

• Capacidad de invadir tejidos cercanos y diseminarse a otras partes del cuerpo 

a través del torrente sanguíneo y el sistema linfático. 7–9  

 

El cáncer de cabeza y cuello (HNC, en inglés) es un tipo de tumor maligno que puede 

afectar las células escamosas que revisten las superficies húmedas y mucosas del 

interior de la cabeza y del cuello, por ejemplo: dentro de la boca, de la nariz y de la 

garganta.10 El HNC se ubica a nivel mundial como el sexto cáncer más común. En 

2015 se reportó que 359,718 personas padecían cáncer de faringe y de la cavidad 

bucal.11 Se estima que 600,000 nuevos casos surgirán anualmente a nivel mundial y 

alrededor del 40-50% de los pacientes tendrá un promedio de vida de 5 años.12 El 

cáncer de cabeza y cuello se ubica en el séptimo lugar en mortalidad mundial; se 

estiman 375,000 muertes anuales, de las cuales el 5.8% (21,762) ocurrieron en 

América Latina.13 México se encuentra entre los primeros cinco lugares de mayor 

frecuencia en América Latina, con un riesgo relativo de 7.5/100,000 habitantes y del 

0.88%. Diversas instituciones en el país coinciden en que existe un incremento en la 

prevalencia de esta enfermedad.9 (Léase más en Anexo I). 

 

A pesar de los avances considerables en cirugía, quimioterapia, radiación y terapias 

dirigidas en HNC, el diagnóstico temprano representa las mayores probabilidades de 

superar la enfermedad. La estadificación del tumor es de gran importancia ya que se 

puede otorgar el tratamiento más adecuado para mejorar el pronóstico del paciente.14 

(Léase más en Anexo I). La biopsia del ganglio centinela (SLNs, en inglés) es un 

procedimiento quirúrgico en el que se identifica, se extirpa y se examina el ganglio 

más próximo que recibe la linfa del tumor primario, y es el lugar más próximo para 

localizar células cancerosas, individuales o micrometástasis cuando se separan del 

tumor.15 La presencia de células cancerosas en el ganglio (o los ganglios) centinela 
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se interpreta como la progresión del tumor a metástasis.14 Este diagnóstico es de gran 

valor ya que puede ayudar al médico a determinar el estadio del cáncer (la extensión 

de la enfermedad en el cuerpo) y a formular un plan de tratamiento adecuado.16  El 

análisis de ganglios linfáticos es de particular importancia en HNC, ya que se sabe 

que frecuentemente producen metástasis vía los conductos linfáticos y los nódulos 

linfáticos.17 (Léase más en Anexo I) 

 

 

Para identificar la presencia o ausencia de células cancerosas en los SLNs se 

requiere extirpar los nódulos y hacer un análisis bajo microscopio. El procedimiento 

se denomina linfogammagrafía o linfoescintigrafía y consiste en la: 

 

1. Administración de un agente de contraste radiactivo y un contraste 

colorido que viaja a través de los conductos linfáticos hasta los 

ganglios1.  

2. Por la fisiología de los ganglios los medios de contraste son retenidos 

temporalmente al menos durante 4 horas.3  

3. Posteriormente, el cirujano en el quirófano utiliza un sensor para ubicar 

áreas de emisión radiactiva en zonas aledañas al tumor.  

4. Después, de localizarlas y marcarlas, realiza una pequeña incisión para 

extraer el ganglio para su análisis. El medio de contraste colorido ayuda 

a confirmar visualmente la extirpación del nódulo linfático.  

5. La localización correcta del SLNs para su extirpación es de gran 

importancia ya que impacta en los pasos a seguir en el tratamiento de 

los pacientes.1,3,18 (Léase más en Anexo I). 

 

Recientemente, se ha visto que la visualización del sistema linfático previo a la 

extirpación en el quirófano impacta significativamente en la planeación del 

procedimiento y en la recuperación del paciente.2,3  La tomografía computarizada por 

emisión de un solo fotón (SPECT, en inglés) junto con la tomografía computarizada 

(CT, en inglés) se han convertido en el caballo de batalla para la visualización previa 

a la intervención quirúrgica. Esta técnica hibrida ha demostrado una mejora en la 

sensibilidad y especificidad de los estudios gammagráficos, acortando los tiempos de 
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adquisición y brindando imágenes corregidas por atenuación para facilitar el análisis 

de ellas.4 (Léase más en Anexo I). 

 

Los medios de contraste radiactivos más comunes para la localización de SLNs son 

partículas coloidales radiomarcadas con tecnecio 99 metaestable radiactivo (99mTc), 

tales como:  

 

• 99mTc-azufre coloidal. 

• 99mTc-albumina coloidal. 

• 99mTc-trisulfuro de antimonio.  

 

Estas son partículas coloidales entre 10-20 nm de tamaño, suficientemente pequeñas 

para migrar rápidamente hacia los ganglios y suficientemente grandes para quedar 

atrapadas en estos; sin embargo, carecen de especificidad hacia los ganglios y una 

gran cantidad de coloides permanecen en el sitio de inyección.3–5 (Léase más en 

Anexo I). 

 

Actualmente, se están desarrollando medios de contraste que son altamente 

específicos para identificar SLNs.19 El direccionamiento activo se está explorando 

como alternativa para incrementar la especificidad de los medios de contraste.  Este 

consiste en la unión, al medio de contraste, de biomoléculas de alta afinidad por 

estructuras o componentes del SLNs.16 Particularmente, se han desarrollado  

sistemas que se orientan específicamente a macrófagos polarizados.20 (Léase más 

en Anexo I). Una invención reciente es el radiofármaco 99mTc-Tilmanocept que ha sido 

diseñado para la identificación de SNLs y está registrado para este propósito tanto en 

los Estados Unidos como en Europa. Es una macromolécula que consta de múltiples 

unidades de ácido dietilentriaminopentaacético (DTPA) y manosa, unida 

sintéticamente a un esqueleto de dextrano de 10 kDa. La manosa actúa como sustrato 

para el receptor (CD206) y el DTPA sirve como agente quelante para radiomarcar con 

99mTc. 21 

 

La nanotecnología es un área emergente que se prevé tendrá un impacto significativo 

en la detección y tratamiento del cáncer. Entre sus principales objetivos se encuentra 
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el desarrollo de sistemas nanométricos que maximicen el efecto terapéutico de 

fármacos y ayuden a disminuir los efectos colaterales y tóxicos.22 Algunos 

nanofármacos en el mercado para el tratamiento del cáncer actualmente son: Doxil y 

Abraxane.23 Entre otros de los nanomateriales más prometedores se encuentran las 

nanopartículas de oro (AuNP), las cuales por sus propiedades químicas, ópticas y su 

biocompatibilidad se han posicionado como una plataforma ideal para el diseño de 

medios de contraste para la detección precisa de tejidos, células y biomarcadores de 

diversas patologías.24, 25 (Léase más en Anexo I). 

 

Este trabajo se enfocó en el diseño, síntesis y la prueba de concepto de un nuevo 

medio de contraste utilizando nanopartículas de oro (AuNP) como plataforma. Para 

ello se sintetizó el nanocoloide 99mTc-AuNP-Manosa (vea figura 1.1) para asistir en la 

localización y mapeo de ganglios linfáticos centinela. El nanocoloide consiste en una 

AuNP funcionalizada con manosa y radiomarcada con el radionúclido 99mTc. Se 

utilizaron nanopartículas de oro ya que su química permite su rápida modificación con 

moléculas orgánicas y biológicas25, y se utilizó el polisacárido manosa ya que en el 

sistema linfático hay células endoteliales linfáticas y macrófagos polarizados que 

tienen receptores a manosa (MR, en inglés).26,27  El 99mTc es ampliamente utilizado 

para el diagnóstico de diversas enfermedades en Medicina Nuclear mediante imagen 

molecular con SPECT.5,28 

 

 

Figura 2.1 Esquema representativo del nanocoloide 99mTc-AuNP-Manosa.29 
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3. Hipótesis 

El nanocoloide 99mTc-AuNP-Manosa funciona como medio de contraste en la 

localización y mapeo de ganglios linfáticos mediante imagenología SPECT, 

compitiendo con nanocoloides usados en clínica para la detección de ganglios 

linfáticos.  

 

4. Objetivos 

 

4.1 Objetivo general: Evaluar la eficiencia del nanocoloide radiomarcado 99mTc-

AuNP-Manosa como medio de contraste en la localización y mapeo de ganglios 

linfáticos comparado con el nanocoloide 99mTc-Azufre coloidal. 

 

4.2 Objetivos particulares:  

• Desarrollo y caracterización fisicoquímica del nanocoloide radiomarcado 99mTc-

AuNP-manosa. 

• Evaluación de la captación del nanocoloide 99mTc-AuNP-manosa en ganglios 

linfáticos de un modelo experimental en rata mediante imagen molecular 

microSPECT/CT. 

 

5. Materiales y métodos  

 

5.1 Reactivos 

Las nanopartículas de oro (AuNPs) de 20 nm se compraron en Sigma- Aldrich (St. 

Luis, MO, USA). Para la funcionalización de la nanopartícula de oro se utilizó: Ácido 

lipoico (ALA) de Sigma- Aldrich, St. Luis, MO, USA; Clorhidrato de 2-Aminoetil 2,3,4,6-

tetra-O-acetil-α-D-manopiranosido (Synthose Inc, Canadá); Clorhidrato de N-(3-

Dimetilaminopropil)-N′-etilcarbodiimida [EDC] (Sigma- Aldrich, St. Luis, MO, USA); : 

Hidrazinonicotinamida-Glicina-Glicina-Cisteína (HYNICGGC) (Peptides International, 

Kentuky, USA); Hidróxido de Sodio [NaOH] (Reactivos y Productos Químicos Finos, 

S.A. De C.V.); Etanol anhidro (Sigma- Aldrich, St. Luis, MO, USA); Agua desionizada 

(Sistema de purificación de agua Milli-Q® Advantage A10). 

 

Para la evaluación fisicoquímica se utilizó: BI-ZR3 Zeta, estándar para potencial 

(Brookheaven Instruments Corporation, U.S.A); NanoesferasTM, estándar de 
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referencia para tamaño de partícula (Thermo Scientific, Waltham Massachusetts 

USA); Cloruro de Potasio, [KCl] (Reactivos Y Productos Químicos Finos, S.A. De 

C.V.). 

 

En el radiomarcado se utilizó ácido etilendiamino-N, N´- diacetico [EDDA], (Sigma-

Aldrich St. Luis, MO, USA); Tricina (Sigma-Aldrich St. Luis, MO, USA); Cloruro de 

Estaño II [SnCl2], (Sigma-Aldrich St. Luis, MO, USA), Gas de Nitrógeno [N2] 

(PRAXAIR, Guildford, Reino Unido), Ácido Clorhídrico, [HCl], (Fermont, Monterrey, 

México), Pertecnectato de sodio [Na99mTcO₄] (MiYMSA, CDMX, México); Solución 

salina isotónica, (SSI), (Pisa, México). 

 

Para los estudios de SPECT/CT en rata se utilizó como anestesia SOFLORAN ® 

(Isoflurano), (PiSA, México); 99mTc-pertecnetato y 99mTc-Azufre coloidal, (ININ, Edo. 

de México, México). 

 

5.2 Métodos  

Mapa de flujo general  

 

 

 

(Tamb: Temperatura ambiente) 

 

 

99mTc-AuNP-Manosa 

  AuNP 

  AuNP-

ALA 

  AuNP-

Manosa 

  HYNIC-AuNP-

Manosa 
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5.2.1 Adsorción de AuNPs con ácido lipoico (AuNP-ALA)30 

Para funcionalizar las AuNPs con ácido lipoico, las AuNPs 1 nM con buffer de citrato 

comerciales se centrifugaron durante 30 min a 11500 rpm (Centrifuga MiniSpin Plus, 

Eppendorf AG, Alemania), se forma un sedimento y con ayuda de una micropipeta de 

1 mL de extrajo el sobrenadante. Se agrego agua desionizada ajustada a pH 11 con 

NaOH 1 M y se repite el proceso de nuevo, centrifugando a 30 min a 11500 rpm, este 

procedimiento se realizó por triplicado. Se colocó 1 mL de AuNPs dispersas en una 

disolución NaOH a pH 11 (agua desionizada ajustada con NaOH 1 M) y se agregaron 

100 µL de una disolución 10 mM de ácido lipoico (disuelto en etanol anhidro). Se 

realizaron 4 metodologías diferentes donde sólo se varea el tiempo de agitación en:  

2 h, 24 h, 48 h y 72 h. Posteriormente, se centrifugaron por 30 min a 11500 rpm 

(Centrifuga MiniSpin Plus, Eppendorf AG, Alemania) y se lavaron tres veces con agua 

desionizada a pH 11. 

 

5.2.2 Reacción de ácido lipoico con manosa (AuNP-Manosa)31 

Para llevar a cabo la reacción de ácido lipoico con manosa y formar un grupo amida, 

se agregó 1 mL de AuNP-ALA suspendidas en agua desionizada a pH 7 (ajustada 

con NaOH 1 M); se agregaron 10 µL de EDC 40 mM (en agua desionizada a pH 5 

ajustada con HCl 1M) y 2 µL de Clorhidrato de 2-Aminoetil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-α-D-

manopiranosido (Manosa-NH2) 100 mg/mL (en etanol anhidro). Se dejó en agitación 

constante por 5 h, Posteriormente, se centrifugaron durante 30 min a 11500 rpm 

(Centrifuga MiniSpin Plus, Eppendorf AG, Alemania) y se lavaron con agua 

desionizada a pH 11 en tres ocasiones. Se dejo en hidrolisis básica a pH 11 por 24 h 

para desacetilar la Manosa-NH2. 

 

5.2.3 Adsorción de AuNPs con HYNIC (HYNIC-AuNP-Manosa)26 

Para funcionalizar las AuNPs con HYNIC, se agregó 1 mL de AuNP-Manosa 

dispersas en agua desionizada a pH 11 y 5 µL de HYNICGGC 1 mM (disolvente: 

etanol anhidro) y se dejó en agitación constante por 24 h. Al finalizar, se centrifugaron 

durante 30 min a 11500 rpm (Centrifuga MiniSpin Plus, Eppendorf AG, Alemania), se 

formó un sedimento y con ayuda de una micropipeta de 1 mL de extrajo el 

sobrenadante. Se agrego agua desionizada ajustada a pH 11 con NaOH y se repitió 

la centrifugación a 30 min a 11500 rpm, este procedimiento se realizó por triplicado. 
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5.2.4 Saturación de AuNP con ácido lipoico 

Para determinar el número de moléculas de ácido lipoico que se adsorben a una 

AuNP, se utilizó como referencia la absorbancia de ALA a 330 nm, la cual se midió 

en un espectrofotómetro (Beckman Coulter, U.S.A.). 36 

 

Se preparó un stock de ácido lipoico 10 mM en etanol. 

 

Se realizó una curva patrón de ácido lipoico por triplicado como se muestra en la tabla. 

 

nmol Volumen de Stock de 

ácido lipoico   10 mM 

(µL) 

Volumen de 

Etanol anhidro 

(µL) 

Volumen de H2O pH 11 

(µL) 

484 50 100 850 

727 75 75 850 

969 100 50 850 

1211 125 25 850 

1454 150 0 850 

 

Se prepararon por triplicado muestras de 1 mL AuNP en solución acuosa a pH 11 con 

100 µL de ácido lipoico a 10 mM y se incubaron durante los tiempos: 2 h, 24 h, 48 h, 

65 h, 72 h. Al finalizar el tiempo de incubación se centrifugaron las AuNP-ALA por 5 

min a 12 000 rpm (Centrifuga MiniSpin Plus, Eppendorf AG, Alemania) en tubos 

Amicon Ultra (0.5 mL Ultracel – 100 K) se recolectó el sobrenadante y con ayuda de 

una micropipeta 1 mL se colocó en una celda de cuarzo para posteriormente leer la 

absorbancia a 330 nm. 

 

5.2.5 Saturación de AuNP con HYNIC26 

Para determinar el número de moléculas de HYNIC que se adsorben a una AuNP, se 

utilizó como referencia la observancia de HYNIC a 280 nm, la cual se midió en un 

espectrofotómetro (Beckman Coulter, U.S.A.).  

Se preparó un stock de HYNIC 1 mM en etanol. 
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Se realizó una curva patrón de HYNIC por triplicado como se muestra en la siguiente 

tabla. 

nmol Volumen de Stock de HYNIC 

1mM 

(µL) 

Volumen de Etanol 

anhidro 

(µL) 

Volumen de H2O pH 

11 

(µL) 

2 2 5 993 

3 3 4 993 

4 4 3 993 

5 5 2 993 

6 6 1 993 

7 7 0 993 

Se prepararon por triplicado muestras de 1 mL AuNP en solución acuosa a pH 11 con 

5 µL de HYNIC 1 mM y se incubaron durante 20 min, 2 h, 24 h, 48 h. Al finalizar el 

tiempo de incubación se centrifugaron las AuNP-HYNIC por 30 min a 12 500 rpm 

(Centrifuga MiniSpin Plus, Eppendorf AG, Alemania) en tubos Amicon Ultra (0.5 mL 

Ultracel – 3 K) se recolectó el sobrenadante y con ayuda de una micropipeta de 1 mL 

se colocó en una celda de cuarzo para posteriormente leer la absorbancia a 280 nm. 

 

5.2.6 Espectrofotometría UV-VIS 

Para determinar la estabilidad del nanocoloide HYNIC-AuNP-Manosa a lo largo de la 

síntesis se fue analizando los espectros de UV-VIS, se utilizó un espectrofotómetro 

(Beckman Coulter, U.S.A.). Se tomo 1 mL de muestra al inicio de AuNP, al finalizar la 

reacción de AuNP-ALA se volvió a analizar, luego al obtener el nanocoloide AuNP-

Manosa se continuo con el análisis y al final el nanocoloide HYNIC-AuNP-Manosa se 

analizó para obtener los 4 resultados a lo largo de todo el proceso de manufactura, 

se desarrollaron 4 síntesis diferentes, donde la única variación fue el tiempo de 

incubación con ácido lipoico (ALA) en los tiempos 2h, 24 h, 48 h, 72 h. A cada una se 

le realizó el mismo procedimiento haciendo un barrido de 400 a 1000 nm en cada una 

colocando en una celda de cuarzo 1 mL. Los 16 nanocoloides que se analizaron 

fueron:  

Síntesis 1 AuNP AuNP-ALA 2 h AuNP-Manosa 2 h HYNIC-AuNP-Manosa 2 h 

Síntesis 2 AuNP AuNP-ALA 24 h AuNP-Manosa 24 h HYNIC-AuNP-Manosa 24 h 

Síntesis 3 AuNP AuNP-ALA 48 h AuNP-Manosa 48 h HYNIC-AuNP-Manosa 48 h 

Síntesis 4 AuNP AuNP-ALA 72 h AuNP-Manosa 72 h HYNIC-AuNP-Manosa  72 h 



11 
 

5.2.7 Diámetro hidrodinámico   

El diámetro hidrodinámico se determinó usando un equipo Zetasizer Analyzer 90 

PLUS/BI-MAS (Brookheaven Instruments Corporation, U.S.A). Se utilizaron 10 μL de 

nanoesferas de poliestireno como estándar de referencia (Duke Scientific, U.S.A) 

suspendidas en aproximadamente 2 mL de KCl 10 mM para verificar el 

funcionamiento del equipo. 

 

Para realizar la medición de las AuNPs, se tomó 1 mL de AuNPs y 1 mL de KCl 1 mM 

(ajustado a pH 7 con NaOH 1 M). Todas las disoluciones de KCl fueron filtradas con 

un filtro millepore de 0.22 µm. 

 

5.2.8 Potencial zeta 

El potencial Z se determinó, al igual que el diámetro hidrodinámico, en el equipo 

Zetasizer Analyzer 90 PLUS/BI-MAS (Brookheaven Instruments Corporation, U.S.A). 

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

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

en una disolución de KCl 1 mM. La medición se realizó con 1.5 mL de AuNPs 

dispersas en una disolución de KCl 1 mM (ajustada a pH 7 con NaOH 1 M). Todas las 

disoluciones de KCl fueron filtradas con un filtro millipore de 0.22 µm. 

 

5.2.9 Espectroscopia FTIR 

Los espectros FTIR-ATR se registraron en un espectrómetro Perkin-Elmer Spectrum 

100 (Perkin Elmer Cetus Instruments, Norwalk, CT, EE. UU.).  Ubicado en la Facultad 

de Estudios Superiores Iztacala, Edo. de México, México. 

 

5.2.10 Análisis de microscopía y análisis elemental 

Las muestras de AuNP-ALA 48 h, AuNP-Manosa-HYNIC y AuNPs desnudas se 

analizaron por microscopia electrónica de transmisión. Las muestras se colocaron en 

rejillas de cobre con una cubierta de carbono se dejaron secar y se observaron en el 

equipo JEM2010 FEG del laboratorio de microscopia del Instituto de Física de la 

UNAM. 
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5.2.11 Radiomarcado de HYNIC-AuNP-Manosa con 99mTc (99mTc-AuNP-

Manosa)26 

Para llevar a cabo el radiomarcado de las HYNIC-AuNP-Manosa con 99mTc se 

desgasificaron con nitrógeno gaseoso durante 15 min las disoluciones de SnCl2 10 

mM, EDDA 20 mM, Tricina 30 mM y SSI. Posteriormente se colocaron las disoluciones 

para incubar a 30°C por 15 min con agitación de 500 rpm (Multi-therm, heat – shake, 

Benchmark) de 0.5 mL de pertecnetato de sodio (1 mCi) con 60 µL de SnCl2 10 mM 

(pH 1) y se agregó 2 µL HCl 12 N. Terminando la incubación se ajustó el pH a 7 con 

NaOH 1 M. Después se agregaron 40 µL de Tricina 30 mM (en PBS 0.1 M pH 7.4) y 

se incubó durante 10 min a 30 °C con agitación de 500 rpm. Por último, se agregaron 

40 µL de EDDA 20 mM (en PBS 0.1 M pH 7.4) y 1 mL de AuNP-Manosa-HYNIC, se 

incubó por 20 min a 100 °C con agitación de 500 rpm. 

 

5.2.11.1 Eficiencia de radiomarcado 

La eficiencia de radiomarcado se llevó a cabo centrifugando la suspensión 

radiomarcada en el punto anterior en un tubo Amico Ultra (0.5 mL Ultracel – 100 K). 

Se centrifugó por 5 min a 12 000 rpm (Centrifuga MiniSpin Plus, Eppendorf AG, 

Alemania). Posteriormente se cuantifico la actividad del sobrenadante y el sedimento 

de 99mTc-AuNP-Manosa en un activímetro (34-056 Deluxe Isotope Calibrator II, 

Nuclear Associates, Division of victoreen. INC.).  

 

Se obtiene la relación de la actividad del sedimento (99mTc-AuNP-Manosa) y la suma 

del sedimento y el sobrenadante, multiplicada por cien, se obtiene la eficiencia del 

radiomarcado con la siguiente ecuación: 

% 𝐸𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑟𝑎𝑑𝑖𝑜𝑚𝑎𝑟𝑐𝑎𝑑𝑜 =  
𝐴 𝑆𝑒𝑑𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜

𝐴 𝑆𝑒𝑑𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 + 𝐵 𝑆𝑜𝑏𝑟𝑒𝑛𝑎𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒
 𝑥 100 

 

 

5.2.11.2 Pureza del radiomarcado 

La pureza radioquímica se determinó mediante cromatografía en capa fina (ITLC SG. 

PALL Corporation), la fase móvil fue SSI. En una tira de ITLC (1 x 10 cm) se colocaron 

2 L de 99mTc-AuNP-Manosa, y ésta se dejó eluir con la SSI. Al terminar la elusión se 

cortó la tira a la mitad, para posteriomente cuantificar la radiactividad en la sección 

inferior (el bottom) y la superior (el top) en un contador de centelleo de tipo pozo 
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(Modelo 2200 scaler ratemeter, LUDMUM). Se obtuvo la relación de la actividad en la 

parte inferior (Bottom) y la suma de la parte inferior (Bottom) y la superior (Top) de la 

placa cromatográfica (PALL, ITLCTMSG), multiplicada por cien. La pureza del 

radiomarcado se obtiene con la siguiente ecuación: 

 

% 𝑃𝑢𝑟𝑒𝑧𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑟𝑎𝑑𝑖𝑜𝑚𝑎𝑟𝑐𝑎𝑑𝑜 =  
𝐴 𝐵𝑜𝑡𝑡𝑜𝑚

𝐴 𝐵𝑜𝑡𝑡𝑜𝑚 + 𝐵 𝑇𝑜𝑝
 𝑥 100 

 

 

5.2.11.3 Estabilidad del radiomarcado 

La prueba de estabilidad del radiomarcado se realizó en suero humano a 37 ºC y en 

SSI a temperatura ambiente. Se agregaron 100 µL del coloide 99mTc-AuNP-Manosa 

en un tubo con 500 µL de suero humano y en un tubo con 500 µL de SSI. Las pruebas 

se realizaron por triplicado. Las muestras en suero se colocaron en un Multi-therm 

(heat – shake, Benchmark) a 37 °C por 6 h a 300 rpm, mientras que las muestras en 

SSI se mantuvieron en agitación constante a temperatura ambiente. Se tomaron 

muestras a los 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h y 6 h. La estabilidad radioquímica se 

determinó mediante cromatografía en capa fina (ITLC SG. PALL Corporation) tal 

como se describió anteriormente; la fase móvil fue SSI. La estabilidad del 

radiomarcado se determinó en términos del porcentaje de radiactividad presente en 

el coloide (el bottom de la tira de ITLC) a los distintos tiempos, después de corregir 

con la ecuación de decaimiento.    

 

𝐴 = 𝐴0𝑒−𝜆𝑡 

Donde: 

A: actividad final. 

A0: actividad inicial.  

𝝺: constante de decaimiento, particular de cada radionúclido. 

t: tiempo. 

 

5.2.12 Estudio de Cinética de biodistribución. 

5.2.12.1 Animales de experimentación   

Se utilizaron 15 ratas sanas Wistar macho entre 6-8 semanas de edad, adquiridos 

del Bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM en Ciudad universitaria. Los 
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animales se mantuvieron en el Bioterio del Instituto Nacional de Cancerología (INCan) 

siguiendo la norma vigente NOM-062-ZOO-1999, en un ambiente libre de patógenos, 

con agua y alimento ad libitum, con fotoperiodo día/noche 12/12, a una temperatura 

de 22 °C y humedad del 40%. Todos los procedimientos involucrados en el uso y 

manejo de los animales de experimentación fueron aprobados por los Comités 

Científico y de Ética del INCan (Protocolo (019/010/IBI) (CEI/1349/18) 

(2019/0403/CB1)).  

5.2.12.2 Rastreo linfático mediante SPECT/CT 

Los estudios de imagen molecular fueron realizados a las 0, 3 y 6 h posteriores a la 

inyección para observar y comparar la cinética de 99mTc-AuNP-Manosa, 99mTc-AuNP-

ALA y el 99mTc-Azufre coloidal en el sitio de inyección y en el ganglio poplíteo (PO) de 

las ratas. Se utilizó un equipo microPET/SPECT/CT (Albira, Bruker).  

Para hacer el seguimiento de los coloides, se administró el radiofármaco (vea tabla 

5.1) por vía subcutánea en la almohadilla de las extremidades inferiores de los 

animales. Durante el estudio las ratas fueron anestesiadas con Isoflurano/oxigeno 

(3:100%). Para la cuantificación de las imágenes se utilizó el software PMOD32 que 

se utiliza para el análisis de estudios de SPECT y PET en neurología, cardiología y 

oncología. El análisis estadístico se realizó mediante el establecimiento de ROIs 

(región de interés, en inglés region of interest), en la cuales se determinó las cuentas 

por segundo, con las cuales se determina la actividad en las regiones seleccionadas, 

en nuestro caso es el sitio de inyección y en ganglio poplíteo al ser el más próximo al 

sitio de inyección.  

 Tabla 5.1 Datos de la administración de radiofármacos en Rata. 

 Grupo 1 (n = 6) Grupo 2 (n = 6) 

Radiofarmacos 

99mTc-AuNP-Manosa vs. 99mTc-
AuNP-ALA 

99mTc-AuNP-Manosa vs. 99mTc-
Azufre coloidal 

Peso (g) 245 ± 61 263 ± 12 

Pata derecha 99mTc-AuNP-Manosa 99mTc-AuNP-Manosa 

Volumen (µL) 38 ± 15 38 ± 4 

Actividad (µCi) 54 ± 14 67 ± 7 

Pata izquierda 99mTc-AuNP-ALA 99mTc-Azufre coloidal 

Volumen (µL) 37 ± 13 43 ± 8 

Actividad (µCi) 55 ± 12 48 ± 13 

Tiempos de 
Estudio (h) 0, 3, 6 0, 3, 6 
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5.2.12.3 Cuantificación ex vivo a 3 horas 

Para este estudio se utilizaron 3 ratas wistar sanas macho de 250 – 300 g sin previa 

experimentación para la comparación de los coloides 99mTc-AuNP-Manosa y 99mTc-

AuNP-ALA. Se obtuvieron imágenes de la cinética de ambos coloides tal como se 

describió anteriormente, pero en este caso los animales se sacrificaron al final de la 

imagen de 3 h. La extirpación de los ganglios y del sitio de inyección se realizó 

después de sacrificar a los animales mediante dislocación cervical bajo condiciones 

de anestesia con isoflurano.  

 

 

6. Resultados  

 

 

6.1 Estimación del número de moléculas de ALA que se adsorbieron a las 

AuNPs.  

 

Para la cuantificación se usaron curvas patrón de ALA (vea figura 6.1). La curva de 

saturación de la figura 6.1 b determinó el número de moléculas de ALA que se 

adsorben a las AuNPs como se muestra en la Tabla 6.1 a diferentes tiempos de 

incubación. Como se observa, el número de moléculas adsorbidas se incrementa en 

función del tiempo, a las 24 horas se observó una saturación. Las moléculas de ALA 

tienen un grupo tiol (-SH) y un grupo carboxilo (-COOH) como grupos funcionales, el 

tiol es el grupo que se adsorbe con los átomos de oro (Au) y los grupos carboxílicos 

quedan expuestos al solvente y serán utilizados para unir las moléculas de manosa-

NH2. La cuantificación del número de moléculas de ALA adsorbidas permite estimar 

el número de moléculas de manosa unidas a las nanopartículas.  Los cálculos 

matemáticos fueron realizados usando el número de Avogadro (6.022 x 1023 mol-1) 
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Figura 6.1 a) Curva patrón de ácido lipoico r2 = 0.9997 (n = 3); b) Curva de saturación de AuNPs 

modificadas con moléculas de ácido lipoico (n = 3). 
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Tabla 6.1 Número de moléculas de ácido lipoico adsorbidas a una AuNP 

 

Tiempo (h) Moléculas de ALA / AuNP 

2 11071 ± 9587 

24 41514 ± 14381 

48 44282 ± 4794 

65 47050 ± 12683 

72 55353 ± 20895 

 

 

 

6.2 Cuantificación del número de moléculas de HYNIC.  

 

• La cuantificación del número de moléculas de HYNIC adsorbidas a las AuNPs 

en función del tiempo sirve como referencia para estimar el número de 99mTc 

que se unirán a las nanopartículas. 

 

•  En la cuantificación se utilizó una curva patrón (Vea figura 6.2 a) para 

determinar el número de moléculas de HYNIC unidas a las AuNPs.  

 

 

• La curva de saturación de HYNIC, al igual que la curva de ALA, mostró que el 

número de moléculas adsorbidas se incrementa en función del tiempo como 

se muestra en la figura 6.2 b.  

 

• La saturación se alcanzó a las 24 horas, con alrededor de  3 mil moléculas por 

partícula, valores que concuerdan con resultados de AuNPs funcionalizadas.26 

 

• Este experimento se realizó para encontrar el tiempo adecuado para adsorción 

de HYNIC en AuNPs para obtener una cantidad de HYNIC adecuada para  su 

posterior radiomarcado. 
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Figura 6.2 a) Curva patrón de HYNIC r2 = 0.9980 (n = 3); b) Curva de saturación de AuNPs modificadas 

con moléculas de HYNIC (n = 3). 
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Tabla 6.2 Número de moléculas de HYNIC adsorbidas a una AuNP 

Tiempo (h) Moléculas de HYNIC / AuNP 

0.3 1199 ± 430 

2 2214 ± 146 

24 3063 ± 360 

48 2989 ± 387 

 

 

6.3 Funcionalización de AuNPs con manosa y HYNIC 

• El análisis de potencial Z y del diámetro hidrodinámico de los nanocoloides 

como se observa en la figura 6.3 y 6.4, permiten corroborar de forma indirecta 

la adsorción de las nanopartículas con los materiales orgánicos. 

 

• Con respecto al potencial Z, se infiere la carga eléctrica superficial de las 

nanopartículas o bien se explica como la diferencia entre el potencial eléctrico 

en la superficie de corte de la nanopartícula y el potencial eléctrico de la 

solución33. 

 

• Por lo tanto, las nanopartículas de oro desnudas (lavadas del buffer de citrato) 

tienen un potencial Z de alrededor de 37.18 mV (trazo negro en Figura 6.3) y 

después de su adsorción con ALA cambiaron su polaridad a  -53.74 mV, -63.76 

mV, -73.04 mV y -64.21 mV, respectivamente, de acuerdo con las horas en 

que se incubo la reacción (trazo rojo en Figura 6.3).  

 

• Se considera que este resultado se debe a la adsorción con ALA ya que las 

nanopartículas de oro desnudas mostraron una carga superficial positiva, en 

tanto que al ser modificadas con ALA los grupos carboxílicos quedan 

expuestos y probablemente le otorgan la carga negativa.  

 

• El cambio de carga fue constante a los distintos tiempos de incubación, y se 

observó un pequeño incremento en la negatividad de menos 10 mV al pasar 

de 2 a 24 horas de incubación.  
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• En contraste al unir las moléculas de manosa a las AuNP-ALA, los cambios 

fueron muy sutiles (trazo azul en Figura 6.3). Solo se observó una disminución 

en la negatividad en los tiempos de incubación de 48 h con -67.87 mV y 72 h 

con -60.25 mV. 

 

• Después de incubar el nanocoloide AuNP-manosa con HYNIC, el potencial Z 

cambio ligeramente a uno menos negativo alrededor de -59 mV (trazo verde 

en Figura 6.3).  Esto pudo deberse a que las moléculas de HYNIC están unidas 

a un tripéptido de glicina, glicina y cisteína (Gly-Gly-Cys) los cuales tienen 

grupos amino (-NH2).  

 

• La presencia de estos grupos puede favorecer la disminución en la negatividad 

de la partícula. Consideramos importante señalar que basados en las curvas 

de incubación de HYNIC con respecto al tiempo, se tomó el tiempo de 

incubación de 24 h como referencia para incubar con AuNP-manosa, ya que a 

este tiempo se observó una saturación en la AuNP, esperando llenar los 

espacios disponibles después de la reacción con manosa.    

 

• Con respecto a los análisis de diámetro hidrodinámico (DLS), se observó un 

incremento de ~ 30 nm en el tamaño de las nanopartículas después de su 

adsorción con ALA, en comparación con las desnudas como se ve en la figura 

6.4. Al realizar la reacción con manosa se observó un incremento en el tamaño 

de los nanocoloides y una ligera reducción después de la modificación con 

HYNIC, salvo el tiempo de incubación de 72 horas como se ve en la figura 6.3. 

 

• Como podemos observar el tamaño fue superior al esperado, esto pudo 

deberse a que las nanopartículas están formando pequeños agregados, como 

se ve reflejado en la polidispersión final de los nanocoloides HYNIC-AuNP-

Manosa: 2h con 0.239 ; 24 h con 0.252; 48 h con 0.247 y 72 h con 0.257, pues 

en valores mayores a 0.200 (vea figura 6.4) se puede pensar que existe más 

de una población de tamaños.34 
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a) 

b) 

a) 

b) 
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Figura 6.3 Gráficos de potencial zeta. (n = 3) a) Potencial Z de la síntesis de AuNPs funcionalizadas 

con ácido lipoico incubadas por 2 h y seguimiento del proceso hasta la adsorción con HYNIC; b) 

Potencial Z de la síntesis de AuNPs funcionalizadas con ácido lipoico incubadas por 24 h y seguimiento 

del proceso hasta la adsorción con HYNIC; c) Potencial Z de la síntesis de AuNPs funcionalizadas con 

ácido lipoico incubadas por 48 h y seguimiento del proceso hasta la adsorción con HYNIC; d) Potencial 

Z de la síntesis de AuNPs funcionalizadas con ácido lipoico incubadas por 72 h y seguimiento del 

proceso hasta la adsorción con HYNIC;   

c) 

d) 
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a) 

b) 
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Figura 6.4 Gráficos de diámetro hidrodinámico y polidispersión. (n = 3) a) Diámetro hidrodinámico 

y polidispersión de la síntesis de AuNPs funcionalizadas con ácido lipoico incubadas por 2 h y 

seguimiento del proceso hasta la adsorción con HYNIC; b) Diámetro hidrodinámico y polidispersión de 

la síntesis de AuNPs funcionalizadas con ácido lipoico incubadas por 24 h y seguimiento del proceso 

hasta la adsorción con HYNIC; c) Diámetro hidrodinámico y polidispersión de la síntesis de AuNPs 

funcionalizadas con ácido lipoico incubadas por 48 h y seguimiento del proceso hasta la adsorción con 

HYNIC; d) Diámetro hidrodinámico y polidispersión de la síntesis de AuNPs funcionalizadas con ácido 

lipoico incubadas por 72 h y seguimiento del proceso hasta la adsorción con HYNIC. 

 

c) 

d) 
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La Figura 6.5 muestra los resultados del análisis por FTIR-ATR para corroborar la 

formación del enlace amida. Se muestra los espectros de AuNP-ALA 48 h antes y 

después de su adsorción con manosa-NH2. El nanocoloide AuNP-ALA 48 h mostró 

bandas a 1700 cm− 1 y 2927 cm− 1 que se asignaron a los enlaces de tensión de los 

grupos carbonilo (C = O) y -CH2-, y la banda a 1250 cm− 1 se asignó al grupo hidroxilo 

(O-H). 35 Después de la reacción, AuNP-Manosa 48 h mostró bandas en ∼3400 cm− 

1 y 3318 cm− 1 que fue asignado al estiramiento del enlace O-H, esta banda apareció 

ya que la molécula de manosa-NH2 es rica en grupos hidroxilo. La banda a 2900 cm-

1 fue asignado al estiramiento del enlace C-H de los anillos piranosicos. La banda de 

1140 cm− 1 a 1070 cm− 1 se asignó al estiramiento del enlace C-O, esta región es 

compleja y es característica de los carbohidratos. La banda a 1641 cm− 1 se asignó al 

enlace de estiramiento de C = O y la banda de 1580 cm− 1 se asignó como enlace 

curvo de flexión N-H en el plano y la banda a 1280 cm− 1 se asignó al estiramiento del 

enlace de tensión de C-N.36 

 

Figura 6.5 Espectros infrarrojos de transformada de Fourier para el enlace covalente entra las 

moléculas de manosa-NH2 (MAN) y las moléculas de ácido lipoico (ALA). 

 

6.4 Análisis de estabilidad de nanocoloides  

La figura 6.6 muestra los espectros de absorción UV-Vis donde se observa que las 

AuNPs desnudas de 20 nm presentan un pico de plasmones superficiales alrededor 

de los 520 nm, donde se aprecia un espectro delgado y bien definido. En contraste, 

en el tiempo de adsorción de dos horas se observó un ligero corrimiento al rojo 

mayormente en el nanocoloide AuNP-Manosa que absorbió a 597 a 600 nm, los cual 

indicó la formación de agregados. En el tiempo de incubación de 24 horas también se 
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observó un corrimiento al rojo, sin embargo, fue inferior al observado al tiempo de dos 

horas. En contraste, los tiempos de 48 y 72 horas no mostraron desplazamientos, 

pues se mantuvieron entre los 518 y 523 nm. En todos los espectros de absorción se 

observó un ensanchamiento inversamente proporcional al tiempo de incubación con 

ALA. Los más anchos fueron los de 2 horas. Estos resultados indicaron el tiempo de 

incubación con ALA se relaciona con la estabilidad de los nanocoloides. Es importante 

señalar que a través del tiempo los nanocoloides de 2 horas de incubación con ALA 

mostraron visualmente una mayor agregación que los demás tratamientos.  

 

a) 

b) 
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Figura 6.6 Espectros de UV-Vis de 400 a 1000 nm. A 520 nm absorben las AuNP de 20 nm. a) 

Espectro de UV-Vis de la síntesis de AuNPs funcionalizadas con ácido lipoico incubadas por 2 h y 

seguimiento del proceso hasta la adsorción con HYNIC; b) Espectro de UV-Vis de la síntesis de AuNPs 

funcionalizadas con ácido lipoico incubadas por 24 h y seguimiento del proceso hasta la adsorción con 

HYNIC; c) Espectro de UV-Vis de la síntesis de AuNPs funcionalizadas con ácido lipoico incubadas 

por 48 h y seguimiento del proceso hasta la adsorción con HYNIC; d) Espectro de UV-Vis de la síntesis 

de AuNPs funcionalizadas con ácido lipoico incubadas por 72 h y seguimiento del proceso hasta la 

adsorción con HYNIC. 

 

 

 

 

c) 

d) 
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6.5 Análisis por microscopia electrónica  

 

• En la Figura 6.7 se presentan las microscopias TEM de las nanopartículas en 

las que se midió el núcleo de alta densidad electrónica, los valores en lo que 

oscila son entre los 14 y 26 nm. No se observaron cambios estructurales 

visibles en el núcleo al modificarlas con las distintas cubiertas.  

 

• Comparando el tamaño observado en TEM con el radio hidrodinámico 

observado en DLS (vea Figura 6.4) se puede deducir que no hay un incremento 

de tamaño en las nanopartículas al funcionalizarlas con manosa y HYNIC, en 

cambio, la formación de agregados es visible incluso en TEM.  

 

• Con esta observación podemos reconocer que las nanopartículas tienden a 

formar cúmulos, lo cual concuerda con los valores observados de 

polidispersión.37  

 

• Al analizar individualmente las nanopartículas, se observó en la figura 6.8 una 

cubierta sobre la superficie de las nanopartículas. La cubierta fue visible solo 

en las partículas modificadas como se ve en las imágenes b y c. 

 

•  El análisis elemental de las nanopartículas mostro un ligero incremento en la 

presencia de azufre (S), nitrógeno (N) y oxigeno (O) en las partículas 

modificadas con ALA y HYNIC. 

 

•  Los picos correspondientes al cobre (Cu), silicio (Si) y carbón (C) se deben al 

soporte y a trazas de grasa de silicona de vacío presentes en el equipo.   

  



29 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.7 Imágenes HRTEM (Escala 50 nm) e histogramas de distribución de tamaños. a) AuNPs 

prístinas; b) AuNP-ALA 48 h; c) AuNP-Manosa-HYNIC incubadas 48 h con ácido lipoico). 

 

 

 

a) 

b) 

c) 
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Figura 6.8 Imágenes HRTEM (Escala 20 nm) y análisis elemental. a) AuNPs prístinas; b) AuNP-

ALA; c) AuNP-Manosa-HYNIC (síntesis de 48 h incubadas con ácido lipoico). 

 

  

a) 

b) 

c) 
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6.6 Radiomarcado de HYNIC-AuNP-Manosa y HYNIC-AuNP-ALA con 99mTc 

• Después de analizar los distintos nanocoloides se decidió radiomarcar las 

formulaciones HYNIC-AuNP-Manosa con tiempos de incubación de 48 y 72 

horas con ALA y la formulación HYNIC-AuNP-ALA 48 h, considerando que sus 

espectros de UV-VIS mostraron mayor estabilidad en términos de agregación 

como se observa en la figura 6.5. 

 

• La eficiencia de radiomarcado del coloide HYNIC-AuNP-Manosa 48 h fue 

mayor a la del coloide HYNIC-AuNP-Manosa 72 h como se ven la figura 6.9, 

además su desviación estándar fue menor comparando ambas síntesis. 

 

• La eficiencia de radiomarcado del coloide HYNIC-AuNP-Manosa 48 h fue del 

86 ± 14 %, mientras que la del coloide HYNIC-AuNP-ALA fue del 86 ± 9 %.  

 

• Se realizaron las pruebas de radiomarcado para el coloide HYNIC-AuNP-ALA 

debido a que se utilizará como control en la siguiente fase de imagen molecular 

SPECT/CT.  

 

• La pureza radioquímica del nanocoloide HYNIC-AuNP-Manosa 48 h fue mayor, 

en comparación con el coloide HYNIC-AuNP-Manosa 72 h como se ve en la 

figura 6.9, esto pudo deberse a que, en pasos anteriores, la eficiencia de 

radiomarcado también fue menor.  

 

• La pureza radioquímica del nanocoloide HYNIC-AuNP-Manosa 48 h es de 97 

± 2 % y la del coloide HYNIC-AuNP-ALA es de 95 ± 7 %.  

 

• La estabilidad radioquímica de ambas formulaciones fue estable en suero y 

solución salina isotónica, no hubo evidencia de inestabilidad en los conjugados 

durante el tiempo de análisis (seis horas). Por lo tanto, se pudieron realizar los 

estudios de SPECT.  
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Figura 6.9 Eficiencia radioquímica (n = 3) realizada con cromatografía en capa fina (ITLC SG, PALL 

Corporation), fase móvil SSI. Pureza radioquímica (n = 3). La purificación se llevó acabo con tubos 

Amico Ultra (0.5 mL Ultracel – 100 K) se centrifugo por 5 min a 12 000 rpm (Centrifuga MiniSpin Plus, 

Eppendorf AG, Alemania). Estabilidad radioquímica (n = 3). La estabilidad radioquímica se tomó a 

los tiempos: 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h y 6 h. Se incubaron los nanocoloides -HYNICAuNP-Manosa 

48 h y HYNIC-AuNP-Manosa 72 h a 37 °C en Suero humano y solución salina isotónica a 300 rpm.  

 

6.7 Estudio de Cinética in vivo por SPECT/CT  

 

En esta sección se describen los resultados obtenidos de los análisis de cinética del 

nanocoloide radiomarcado 99mTc-AuNP-manosa. Para los efectos de este trabajo nos 

restringimos a la fracción de la actividad administrada que se localiza en el nódulo 

poplíteo (PO) como se observa en la figura 6.10. Las nanopartículas se inyectaron en 

la planta de las patas traseras, por lo que se espera el nódulo poplíteo sea marcado, 
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el cual drena centralmente hacia el nódulo iliaco y renal a lo largo de la línea media. 

El PO también drena hacia el nódulo inguinal y después a lo largo de la línea media. 

El drenaje del PO al nódulo axilar solo ocasionalmente es observado (línea 

punteada).38   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.10 Esquema de sistema linfático en rata, los trazos en azul muestran los vasos y nódulos 

linfáticos y la flecha el sitio de administración de la actividad. Las abreviaturas son:  AX, nódulo axilar; 

IL, nódulo ilíaco; IN, nódulo inguinal; PO, nódulo poplíteo; RE, nódulo renal (imagen tomada de ref.38). 

 

Después de inyectar las nanopartículas, se tomaron imágenes SPECT/CT en tiempos 

definidos. Las manchas que se observan en la reconstrucción de las imágenes 2D del 

SPECT/CT corresponden a la actividad presente en el sitio marcado, donde el color 

rojo representa una concentración mayor y se va degradando hasta el color azul que 

representa una concentración menor. Inmediatamente después de administrar las 

dosis (T1), tres horas después (T2) y una medición final a las seis horas (T3). A 

continuación, se muestra una serie de imágenes de la administración de 

nanopartículas modificadas con manosa y como control nanopartículas modificadas 

únicamente con ácido lipoico (vea figura 6.11). Al T1 en ambos nanocoloides 

únicamente se observó una alta actividad en los sitios de inyección, en tanto que al 

tiempo T2 se observó una migración al nódulo poplíteo únicamente en las 

nanopartículas modificadas con manosa. Al tiempo T3 se observó que ambas 

nanopartículas migran a los ganglios poplíteos. Resulta importante remarcar que en 

las series de imágenes observadas no se observó la migración de los conjugados a 

los ganglios próximos AX, IL, IN o RE.  
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Figura 6.11 Imágenes SPECT/CT de ratas Wistar después de inyectar con formulación 99mTc-

AuNP-Manosa y 99mTc-AuNP-ALA. a) Rata 1; b) Rata 2; c) Rata 3. T1 corresponde a 0 h; T2 

corresponde a 3 h; T3 corresponde a 6 h. Man: 99mTc-AuNP-Manosa; ALA: 99mTc-AuNP-ALA. 

Reconstrucción de imágenes con software PMOD. La flecha azul indica la localización del ganglio 

poplíteo marcada con el coloide 99mTc-AuNP-Manosa y la flecha roja indica la localización del ganglio 

poplíteo marcada con el coloide 99mTc-AuNP-ALA.  

 

 

 

 

T1 T2 

T1 T2 T3 

T1 T2 T3 T3 
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99mTc-AuNP-Manosa 99mTc-AuNP-ALA 

Análisis 

SPECT 

Sitio de 

inyección 

Ganglio 

poplíteo 

Sitio de 

inyección 

Ganglio 

poplíteo 

0 h 100.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 100.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 

3 h 67.5 ± 1.6 1.4 ± 0.6 48.5 ± 11.1 1.5 ± 0.5 

6 h 45.0 ± 8.4 2.2 ± 0.6 32.9 ± 8.3 2.5 ± 1.3 

 

 Tabla 6.3 Cinética por SPECT de 99mTc-AuNP-Manosa y 99mTc-AuNP-ALA. (n = 6). Biodistribución 

en patas traseras y ganglios poplíteos de las ratas wistar administradas con 99mTc-AuNP-Manosa y 

99mTc-AuNP-ALA a los tiempos 3 h y 6 h. Datos extraídos del programa PMOD. (Corrección de datos 

por decaimiento). 

 

 

6.8 Cuantificación ex vivo a las 3 horas  

 

• Para corroborar lo observado por las técnicas de imagen molecular SPECT/CT, 

se comparó los resultados obtenidos por la cuantificación de radiación ex vivo 

y los generados por el estudio SPECT/CT como se presenta en la tabla 6.4.  

 

• La captación en el sitio de inyección se comportó de manera similar en ambos 

casos, mientras que en el ganglio poplíteo en la formulación 99mTc-AuNP-

Manosa, hubo una menor captación identificada por el estudio SPECT/CT.  

 

• Esto se puede deber a que el equipo microPET/SPECT/CT no es tan sensible 

a radiaciones muy pequeñas. Por lo que los resultados ex vivo son más 

confiables.  
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99mTc-AuNP-Manosa 99mTc-AuNP-ALA 

Análisis Sitio de 

inyección 

Ganglio 

poplíteo 

Sitio de 

inyección 

Ganglio 

poplíteo 

0 h 100.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 100.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 

3 h in vivo 74.2 ± 9.4 1.0 ± 0.3 79.3 ± 11.5 3.1 ± 2.7 

3 h ex vivo 80.4 ± 6.9 3.4 ± 1.3 77.4 ± 5.3 3.1 ± 0.9 

 

Tabla 6.4 Cuantificación ex vivo a las 3 h. (n = 3). Extracción de patas traseras y ganglios poplíteos 

de las ratas Wistar administradas con 99mTc-AuNP-Manosa y 99mTc-AuNP-ALA. (Corrección de datos 

por decaimiento). 

 

 

 

6.9 Estudio de cinética in vivo del 99mTc-Azufre coloidal por SPECT/CT 

 

• El siguiente experimento fue probar el desempeño del coloide 99mTc-AuNP-

manosa contra un estándar de oro, 99mTc-azufre coloidal.  

 

• Al tiempo T1 sólo se acumulan los nanocoloides en el sitio de inyección, para 

el T2 ya hay migración en ambos ganglios poplíteos que se mantienen hasta 

el T3 (vea figura 6.13), sin presencia de migración de los conjugados a los 

ganglios próximos AX, IL, IN o RE. 

 

• Sin embargo, al procesar las imágenes en 3D, se observa en la figura 6.14 una 

mayor acumulación en el ganglio poplíteo que se marcó con el coloide 99mTc-

AuNP-manosa a las 3 y 6 h. 

 

   



37 
 

          
 

       
 

         

   

Figura 6.12 SPECT/CT 2D de ratas Wistar después de inyectar con formulación 99mTc-AuNP-

Manosa y 99mTc-Azufre coloidal. a) Rata 1; b) Rata 2; c) Rata 3. T1 corresponde a 0 h; T2 corresponde 

a 3 h; T3 corresponde a 6 h. Man: 99mTc-AuNP-Manosa; S: 99mTc-Azufre coloidal. La flecha azul indica 

la localización del ganglio poplíteo marcada con el coloide 99mTc-AuNP-Manosa y la flecha naranja 

indica la localización del ganglio poplíteo marcada con el 99mTc-Azufre coloidal. Reconstrucción de 

imágenes con software PMOD. 
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Figura 6.13 SPECT/CT en 3D de ratas Wistar después de inyectar con formulación 99mTc-AuNP-

Manosa y 99mTc-Azufre coloidal. a) Rata 1; b) Rata 2; c) Rata 3. T1 corresponde a 0 h; T2 corresponde 

a 3 h; T3 corresponde a 6 h. Man: 99mTc-AuNP-Manosa; S: 99mTc-Azufre coloidal. La flecha azul indica 

la localización del ganglio poplíteo marcada con el coloide 99mTc-AuNP-Manosa y la flecha naranja 

indica la localización del ganglio poplíteo marcada con el 99mTc-Azufre coloidal. Reconstrucción de 

imágenes con software OsiriX. 
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Se determinó la actividad con ayuda del programa PMOD, en cada zona (patas 

traseras y ganglios poplíteos) para obtener una relación de la cantidad de coloide que 

se encuentra en la zona. 

Se puede observar que conforme transcurre el tiempo después de la administración 

del radiofármaco, la actividad en las patas va disminuyendo y va migrando a los 

ganglios poplíteos de cada extremidad. (vea tabla 6.5). 

 
 

99mTc-AuNP-Manosa 99mTc-Azufre coloidal 

Análisis 

SPECT 

Sitio de 

inyección 

Ganglio 

poplíteo 

Sitio de 

inyección 

Ganglio 

poplíteo 

0 h 100.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 100.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 

3 h 78.8 ± 6.9 3.3 ± 1.2 73.2 ± 10.0 4.2 ± 1.2 

6 h 58.5 ± 9.7 4.5 ± 1.4 53.4 ± 7.2 4.5 ± 0.7 

 

Tabla 6.5 Cinética por SPECT de 99mTc-AuNP-Manosa y 99mTc-azufre coloidal. (n = 5). 

Biodistribución en patas traseras y ganglios poplíteos de las ratas wistar administradas con 99mTc-

AuNP-Manosa y 99mTc-azufre coloidal a los tiempos 3 h y 6 h. (Corrección de datos por decaimiento). 

7. Discusión  

 

A partir de un trabajo previo de Ocampo-García et al, se planteó el desarrollo de 

nanopartículas de oro funcionalizadas con manosa y radiomarcadas con 99mTc, este 

coloide funcionaría como medio de contraste en la localización y mapeo de ganglios 

linfáticos.26 

Se ha investigado en la literatura que los medios de contraste actuales para la 

localización y mapeo de ganglio centinela, no son selectivos a ganglios. Por lo que su 

migración y estancia son cortas para tener una correcta selección de SLNs para su 

posterior biopsia y análisis. 15,16 Dando por consecuencia falsos negativos y por 

consiguiente una mala estadificación y planteamiento de terapia del paciente. 1,3 

 

Se realizó la funcionalización de Manosa, mediante una reacción química sencilla 

entre Manosa-NH2 y ALA, y se planteó mejorar la eficiencia del radiomarcado obtenida 

con el 99mTc y realizar estudios de cinética in vivo por técnicas de imagen molecular, 

para que, en un trabajo posterior, haya un seguimiento a los estudios preclínicos del 

coloide 99mTc-AuNP-Manosa. 
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La caracterización fisicoquímica que se realizo es indispensable para cualquier 

nanocoloide que se utilice en el área médica.33 Nuestro primer experimento fue 

determinar el número de moléculas de ácido lipoico y el número de moléculas de 

HYNIC que se adsorbieron a una nanopartícula de oro, para obtener datos de un 

proceso reproducible, además de tener un control y conocimiento de las moléculas 

de manosa disponibles para interactuar con los receptores a manosa de las células 

linfáticas y de los macrófagos presentes en los ganglios linfáticos.17,27,39,40 

Por otro lado saber el número de moléculas de HYNIC, porque será el agente quelante 

con el que se llevara a cabo el radiomarcado con 99mTc. De igual manera se observa 

si los procedimientos planteados para ambas funcionalizaciones son correctos para 

obtener el coloide que deseamos.  

 

Como se observa en los resultados, en la figura 6.1 se muestra la adsorción de 

moléculas de ácido lipoico con las AuNPs, el ALA va disminuyendo del sobrenadante 

y, por consiguiente, se va quedando retenido en las AuNPs por la interacción de oro 

(Au) con los azufres (S) del ácido lipoico.30 Sin embargo, no es posible obtener 

resultados confiables del número de moléculas de ácido lipoico que se adsorbieron a 

cada nanopartícula de oro, pues en la curva de saturación del ALA, se visualiza que 

las desviaciones estándar son grandes, por lo que el método de espectrofotometría 

UV-VIS no es sensible a esta molécula y por lo tanto no es el adecuado para calcular 

este parámetro. Un método para obtener esta información es la Espectroscopia de 

fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS por sus siglas en inglés de X-ray 

photoelectron spectroscopy)30, pero debido a que en nuestro laboratorio no se cuenta 

con este instrumento, no se realizó este método, aunque para posteriores 

publicaciones sería indispensable contar con el número de moléculas de ácido lipoico, 

para tener un control en el número de moléculas de manosa que se le van a adsorber 

a la AuNP. 

 

Por otro lado, en la figura 6.2 y en la tabla 6.2 se observa que el método de 

espectrofotometría UV-VIS con la molécula de HYNICGGC fue sensible, dando como 

resultado 1199 ± 430 moléculas de HYNIC por cada AuNP a los 20 min de incubación. 

En el artículo de Ocampo-García et al, se reporta de 1000 a 1100 moléculas de HYNIC 

adsorbidas a los 20 min. Por lo tanto, nuestro método es reproducible, además de 
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corroborar que las moléculas de HYNICGGC se están adsorbiendo con las AuNPs, al 

interactuar el grupo tiol (-SH) del aminoácido cisteína con los átomos de oro (Au) de 

la nanopartícula.  

 

En el siguiente estudio se realizaron las mediciones del potencial Z, como se observa 

en la figura 6.3, después de la adsorción del ácido lipoico a las AuNPs se presenta un 

cambio de potencial Z de positivo a negativo en las 4 formulaciones, y se conserva 

en potenciales negativos (-60 mV a -80 mV) durante los demás procesos, 

demostrando la estabilidad del sistema. Se reporta en la literatura que un gran valor 

positivo o negativo del potencial zeta en nanocoloides indica una buena estabilidad 

física de la suspensión debido a la repulsión electrostática de partículas individuales. 

Y en general, se considera que un valor potencial zeta distinto de -30 mV a +30 mV 

tiene suficiente fuerza repulsiva para lograr una mejor estabilidad coloidal física.41 

 

Posteriormente, se obtuvieron los diámetros hidrodinámicos de las 4 formulaciones, 

con este parámetro fisicoquímico obtenemos información sobre el tamaño de los 

coloides en solución acuosa. Se observa en la figura 6.4 en el inciso a) que las 

desviaciones estándar son mayores. La formulación de 2 h de incubación con ALA es 

inestable, al tener pocas moléculas de ALA estabilizando a las nanopartículas, las 

AuNPs sin cobertura son muy propensas a aglomerarse y precipitar, por lo que los 

diámetros hidrodinámicos son muy variados. Mientras que, las formulaciones de 24 

h, 48 h y 72 h de incubación con ALA son más estables, por lo que su dispersión en 

sus diámetros hidrodinámicos será optima. Existe una polidispersión de 0.200 a 0.300 

debido a que hay más de una población de tamaños, dónde se ve reflejado en las 

desviaciones estándar de las mediciones. 

 

Se realizo la técnica de microscopia FTIR-ATR, para poder corroborar el enlace de la 

reacción entre la Manosa-NH2 con un grupo amino primario disponible para 

reaccionar con el grupo carboxilo (-COOH) del ALA y formar un enlace amida 42, como 

se observa en la figura 6.5, la reacción se llevó a cabo, por lo que se  deduce que las 

AuNPs estarán recubiertas por las móleculas de manosa, actuando como vector para 

los receptores a manosa que se encuentren en las células linfáticas epiteliales y los 

macrófagos presentes en el ganglio. 17,27 
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El siguiente estudio que se realizó, fue conocer si las AuNPs son estables después 

de pasar por los procesos de adsorción que se llevan a cabo, se realizó por métodos 

espectrofotométricos UV-VIS sabiendo que las AuNPs presentan propiedades 

plasmónicas que dependen del tamaño, por lo tanto, serán identificadas con un 

intervalo de longitudes de onda máxima, las AuNPs de 20 nm tienen una absorción 

máxima entre los 518 - 522 nm43, si existe una inestabilidad en el sistema, las AuNPs 

se aglomeraran y cambiara su intervalo de absorción máxima con un corrimiento 

hacia el rojo en el espectro electromagnético.44 En la figura 6.6 se observan los 4 

espectros de las 4 formulaciones que se propusieron, cambiando únicamente el 

tiempo de incubación de la reacción de funcionalización del ácido lipoico. Como se 

puede observar, en el inciso a) que corresponde a 2 h de funcionalización con ALA, 

las AuNPs que no están completamente saturadas, sufrirán de inestabilidad al 

momento de realizar los procesos subsecuentes, incluso este comportamiento se ve 

reflejado en los resultados del potencial Z y los diámetros hidrodinámicos de esta 

formulación , en cambio como se incrementa el tiempo de incubación de adsorción 

con ALA, las AuNPs serán más estables en los procesos siguientes, observando en 

el inciso c) y d) mayor estabilidad, siendo los tiempos de 48 h y 72 h de incubación 

con ácido lipoico, por lo que se espera que ambas formulaciones puedan tomarse 

para seguir con los siguientes estudios.  

 

Por último, en los análisis fisicoquímicos se realizó microscopia TEM y análisis 

elemental, se observa en la figura 6.7 que los tamaños físicos sólo tienen una 

población que ronda entre los 14 nm a 26 nm, confirmando el tamaño de nuestras 

AuNPs, además de corroborar que el coloide AuNP-Manosa y AuNP-ALA tienden a 

formar dímeros o trímeros de nanopartículas, y por este motivo el equipo para 

determinar diámetro hidrodinámico no distingue entre las partículas individuales, por 

lo tanto se observan valores más altos a los esperados. Pues la compañía Sigma 

Alrich reporta que las AuNPs comerciales de 20 nm deben tener un diámetro 

hidrodinámico entre 28 nm y 36 nm, con un índice de polidispersión menor o igual a 

0.2.43 

 

Por otro lado, en la figura 6.8, se puede observar en los incisos b) y c) que existe un 

halo rodeando a las AuNPs y al realizar el análisis elemental, incrementan los picos 

de Azufre (S), Oxigeno (O) y Nitrógeno (N), aunque se ven enmascarados por los 
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picos del carbón (C) y oro (Au). El azufre presente en el inciso b) corresponde a los 

azufres del ácido lipoico unidos a la AuNP, mientras que en el inciso c) corresponde 

a los grupos tiol (-SH) del aminoácido cisteína del HYNICGGC.  

 

Para el radiomarcado del coloide AuNP-Manosa-HYNIC con 99mTc se probaron las 

dos formulaciones más estables y con mejores resultados en las pruebas 

fisicoquímicas, siendo las formulaciones de AuNPs de 48 h y 72 h de incubación con 

ALA. Dando una eficiencia de radiomarcado mayor la formulación de 48 h (86 ± 14 

%), como se muestra en la figura 6.9. Obteniendo un resultado favorable en 

comparación con la eficiencia de radiomarcado de 30 ± 8 % reportada por Ocampo-

García et al.26 

 

Después de la purificación por ultrafiltración se obtuvo una pureza del nanocoloide 

99mTc-AuNP-Manosa 48 h del 97 ± 2 %. De acuerdo con la Farmacopea de los 

Estados Unidos Mexicanos 12ª edición45, la suspensión coloidal de 99mTc-Azufre debe 

tener una pureza mayor al 92%, este coloide de igual manera se utiliza para la 

localización y mapeo de ganglios linfáticos, por lo que se deduce que la pureza de 

nuestro coloide cumple con los estándares mexicanos. 

 

Mientras tanto, la prueba de estabilidad radioquímica informa que ambas 

formulaciones fueron estables a las 6 h. La estabilidad en suero humano del 

nanocoloide 99mTc-AuNP-Manosa 48 h a las 6 h fue de 99 ± 2 %. De acuerdo con los 

análisis realizados, se llegó a la conclusión de que el nanocoloide 99mTc-AuNP-

Manosa 48 h es estable y se necesita de menor tiempo de incubación que el 

nanocoloide 99mTc-AuNP-Manosa 72 h. Por consiguiente, se propuso seguir la prueba 

de cinética por SPECT/CT con el nanocoloide 99mTc-AuNP-Manosa 48 h. 

 

En los resultados obtenidos en el estudio de cinética in vivo por imagen SPECT/CT 

se observa que prácticamente el nanocoloide 99mTc-AuNP-Manosa 48 h y 99mTc-

AuNP-ALA 48 h se comportan de manera similar en la retención que presentan en el 

PO, pero experimentalmente en algunas ratas el coloide 99mTc-AuNP-ALA 48 h no se 

retenía a las 3 h, sino fue hasta las 6 h después de administrar como se observa en 

la figura 6.11. Esto se debe a que, al no tener una molécula selectiva al ganglio, este 

migra y no se retendrá por las células epiteliales linfáticas y los macrófagos con MR.  
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Mientras que, al momento de realizar el estudio ex vivo, se observa en la tabla 6.4 

que el coloide 99mTc-AuNP-Manosa 48 h se retiene en un 3.4 ± 1.3 % y el coloide 

99mTc-AuNP-Manosa 48 h se retiene en un 3.1 ± 0.9 % a las 3 h. Sin embargo, al 

momento de procesar la imagen en 3D en el programa OsiriX nos percatamos que se 

logra observar una mayor acumulación en el PO de la formulación 99mTc-AuNP-

Manosa 48 h. Por lo que se recomienda un estudio que corrobore la unión del 

reconocimiento de MR por las moléculas de manosa presentes en la AuNP. Para 

corroborar que la retención se debe a la vectorización de la AuNP y no solamente a 

las propiedades fisicoquímicas del nanocoloide. 

 

Al momento de comparar el nanocoloide 99mTc-AuNP-Manosa contra el 99mTc-Azufre 

coloidal, que es el estándar que se utiliza en la clínica del INCan. Podemos observar 

en la figura 6.12 y 6.12 que se comportan similarmente. Dando como resultado a las 

6 h un % de retención en PO de 4.5 ± 1.4 % para 99mTc-AuNP-Manosa y 4.5 ± 0.7 % 

para el 99mTc-Azufre coloidal. Aunque uno de los problemas que se observó y se ha 

presentado en clínica al momento de administrar el 99mTc-Azufre coloidal, es que se 

presenta irritación. Ocasionando inflamación y dolor en el sitio de inyección. Se 

reporta en Drugbank que el 99mTc-Azufre coloidal provoca reacciones locales en el 

sitio de inyección, que incluyen ardor, palidez, eritema, esclerosis, hinchazón y 

cicatrices.46 Y nuestro nanocoloide 99mTc-AuNP-Manosa no ha presentado hasta el 

momento, una toxicidad similar. Por lo que podría ser una ventaja favorable para su 

uso en clínica.  
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Figura 7.1 Diagrama del coloide 99mTc-AuNP-Manosa. La esfera dorada representa la AuNP de 20 

nm, la molécula que se encuentra en la parte superior representa el ácido lipoico unido a la Manosa-

NH2, y la molécula que se encuentra a un costado de la esfera representa el HYNICGGC quelando al 

99mTc y para a completar la esfera de coordinación se encuentran dos moléculas de EDDA. 

 

 

Figura 7.2 Diagrama del coloide 99mTc-AuNP-ALA. La esfera dorada representa la AuNP de 20 nm, 

la molécula que se encuentra en la parte superior representa el ácido lipoico y la molécula que se 

encuentra a un costado de la esfera representa el HYNICGGC quelando al 99mTc y para a completar la 

esfera de coordinación se encuentran dos moléculas de EDDA. 
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8. Conclusión  

El nanocoloide radiomarcado 99mTc-AuNP-Manosa funciona como medio de contraste 

en la localización y mapeo de ganglios linfáticos mediante SPECT. 

 

9. Perspectivas  

• Realizar estudios para obtener el número de moléculas de manosa que se 

conjugan a la AuNP. 

• Realizar estudios que sustenten el reconocimiento de moléculas de manosa 

con los receptores a manosa de las células linfáticas epiteliales y macrófagos 

presentes en el sistema linfático. 

• Extender los estudios de biodistribución en órganos, farmacocinética del 

nanocoloide, estabilidad acelerada, reactogenicidad, hipersensibilidad, 

irritación, toxicidad aguda, toxicidad a dosis repetidas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



47 
 

Anexo I 

Conceptos clave 

I Cáncer 

Las células cancerosas crecen y se dividen a una velocidad anormalmente rápida, 

están poco diferenciadas y tienen membranas y morfología anormal. La anomalía en 

las células puede ser progresiva con una transición lenta de células normales a 

tumores benignos a tumores malignos.47  

En el 2000, los biólogos del cáncer Robert Weinberg y Douglas Hanahan publicaron 

un artículo titulado “Los distintivos del cáncer” (su título en inglés: "The Hallmarks of 

Cancer"). Aunque reconocieron que los cánceres ocurrieron a través de una serie de 

mutaciones en cualquiera de los genes.8 Se enumeran seis alteraciones esenciales 

en la fisiología celular que caracterizaron la malignidad: 

 

• Autosuficiencia en señales de crecimiento: las células cancerosas adquieren 

un impulso autónomo para proliferar (mitosis patológica) en virtud de la 

activación de oncogenes como ras o myc. 

• Insensibilidad a las señales inhibidoras del crecimiento (anti-crecimiento): las 

células cancerosas inactivan los genes supresores de tumores, como Rb, que 

normalmente inhiben el crecimiento. 

• Evasión de la muerte celular programada (apoptosis): las células cancerosas 

suprimen e inactivan los genes y vías que normalmente permiten que las 

células mueran. 

• Potencial de replicación ilimitado: las células cancerosas activan vías genéticas 

específicas que las hacen inmortales incluso después de generaciones de 

crecimiento. 

• Angiogénesis sostenida: las células cancerosas adquieren la capacidad de 

extraer su propio suministro de sangre y vasos sanguíneos: la angiogénesis 

tumoral. 

• Invasión de tejidos y metástasis: las células cancerosas adquieren la 

capacidad de migrar a otros órganos, invadir otros tejidos y colonizar estos 

órganos, lo que resulta en su diseminación por todo el cuerpo.8 
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II Cáncer de cabeza y cuello 

 

Los cánceres de cabeza y cuello se categorizan, a su vez, de acuerdo con la zona de 

la cabeza o del cuello en la que empiezan, estas zonas son: Cavidad oral, Faringe, 

Laringe, Senos paranasales y cavidad nasal y glándulas salivales. (Figura 2.1). Los 

principales factores de riesgo que se han identificado en el cáncer de cabeza y cuello 

incluyen el tabaco, alcohol e infecciones con el VPH (virus del papiloma humano).10 

 

 

 

Figura 1 Regiones en el Cáncer de cabeza y cuello.                                     
(Tomada de referencia 1). 

 

  

Las opciones para el diagnóstico y estratificación del HNC son: i) La laringoscopia 

indirecta o el examen con nasofaringoscopio de fibra óptica flexible, la cual es el 

primer procedimiento que se realiza en la búsqueda de cáncer que no afecte a la 

cavidad oral.48 ii) La evaluación radiológica se emplea para evaluar la extensión de la 

diseminación local y regional del tumor, la profundidad de la invasión y la presencia 

de limfadenopatía. iii) El examen endoscópico con el paciente bajo anestesia es el 

diagnóstico definitivo y el procedimiento de estadificación. Incluye laringoscopia 

directa, esofagoscopia y broncoscopia.18 

La detección temprana sigue siendo la mejor opción para los pacientes, en etapas 

iniciales pueden recibir el tratamiento adecuado, cirugía o radioterapia y sus 

pronósticos son favorables; por el contrario, los pacientes en etapas avanzadas o con 

recurrencia tienen pronósticos pobres con tasas de supervivencia bajas. Esto se debe 

a que, en estadios avanzados, como la etapa 4, los tumores presentan metástasis.14 
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La tabla 2.1 Muestra los diferentes estadios del cáncer de cabeza y cuello, y la tabla 

2.2 Muestra las neoplasias malignas de cabeza y cuello de acuerdo con el registro 

histopatológico de las neoplasias en México. 

 

 Tabla 1 Estadios del Cáncer de Cabeza y Cuello.  

Estadio Tumor primario Ganglios Metástasis 

0 Carcinoma No hay metástasis en 

ganglios 

No hay evidencia de 

metástasis a distancia 

I Tumor ≤ 2 cm 

 

No hay metástasis en 

ganglios 

No hay evidencia de 

metástasis a distancia 

II Tumor > 2 cm, pero ≤ 4 cm No hay metástasis en 

ganglios 

No hay evidencia de 

metástasis a distancia 

III Tumor > 4 cm Metástasis en ganglio 

linfático ipsilateral 

No hay evidencia de 

metástasis a distancia 

IV Tumor de cualquier tamaño Metástasis en ganglios 

linfáticos 

Metástasis a distancia 

Modificado de referencia14 

 

 

Tabla 2 Neoplasias malignas de cabeza y cuello  

Neoplasias malignas de la cabeza y el cuello de acuerdo con el Registro Histopatológico de las Neoplasias en México 

Labio Amígdala Hipofaringe Fosas nasales 

Lengua Base de la lengua Laringe Parótida 

Encía Bucofaringe Nasofaringe Glándulas en cabeza y 

cuello 

Piso de boca Seno periforme Senos paranasales Salivales mayores 

Tiroides Ojo y anexos Encéfalo Otras partes de la boca 

Modificado de referencia49 

 

III Ganglios linfáticos 

 

Los ganglios linfáticos son estructuras de forma ovoide o redondeada, se encuentran 

intercalados a lo largo del sistema linfático (Vea Figura 2.2). Suelen medir desde 3 a 

5 milímetros hasta 2 a 3 centímetros de longitud. Se localizan en mayor cantidad en 

regiones del cuello, las ingles, axilas, cavidad abdominal y mediastino.50 

Los ganglios linfáticos son órganos importantes del sistema inmune periférico, sus 

dos principales funciones son: 

1. Filtración de la linfa. 

2. Reconocimiento y procesamiento inmunológico. 
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III.I Ganglio linfático centinela en cáncer de cabeza y cuello 

 

El ganglio linfático centinela es el ganglio más próximo que recibe la linfa del tumor 

primario, y es el lugar más próximo para localizar células cancerosas, individuales o 

micrometástasis, cuando se separan del tumor. La ausencia de células cancerosas 

en el ganglio (o los ganglios) centinela se interpreta como la ausencia de metástasis.16 

El factor más importante que afecta el pronóstico en los cánceres de cabeza y cuello 

es la metástasis linfática del cuello. El ganglio linfático positivo detectado en el cuello 

es muy importante en la estadificación y el tratamiento de la enfermedad. Se sugiere 

que la afectación de los ganglios linfáticos regionales reduce al 50% la tasa de 

supervivencia a cinco años en el carcinoma de células escamosas (CCE) de cabeza 

y cuello. 51 Por lo tanto, se recomienda la disección electiva del cuello (END) en 

algunos cánceres de cabeza y cuello T1-T2 con una tasa de metástasis latente de 15 

a 20%. Este abordaje sigue siendo controvertido, ya que la disección del cuello 

aumenta la morbilidad y mortalidad del paciente y aumenta los gastos hospitalarios, 

si no hay un correcto diagnostico en la localización y biopsia del ganglio linfático 

centinela.15 

 

 

Figura 2 Ganglios linfáticos de la cabeza y cuello 

(Tomada de referencia 52) 
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IV Métodos de detección de ganglio linfático centinela 

 

El mapeo linfático en pacientes con cáncer se remonta a principios de los años 50. El 

objetivo había sido la detección de ganglios linfáticos potencialmente infiltrados por 

visualización indirecta para determinar el alcance de la intervención quirúrgica. Pero 

los resultados no alcanzaron relevancia clínica. Durante los años 60 y 70, se 

desarrolló el concepto de los ganglios linfáticos como indicadores de metástasis. 

Actualmente, el método ha alcanzado la aplicación clínica en pacientes con 

melanoma y cáncer de mama.16  

Actualmente, el mapeo adecuado de la organización del sistema linfático del área del 

tumor primario es un prerrequisito esencial para planear el tratamiento más adecuado; 

sin embargo, también se requieren métodos menos invasivos para disminuir la 

morbilidad. 16 

Las dos principales técnicas para localizar el ganglio linfático centinela son:  Técnica 

con el colorante azul de metileno y por el método de radionúclidos.   

 

 

Figura 3 Linfogammagrafía en Cáncer de mama 

(Tomada de referencia 53) 
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IV.I Técnica con el colorante azul de metileno 

 

En esta técnica se inyecta azul de metileno en la zona peritumoral, y después de 10 

minutos de la inyección, se realiza una incisión y disección. Se seleccionará y 

extirpará el primer nodo linfático marcado y se examinará. Está técnica suele ser 

rápida y barata, aunque tiene la desventaja de sufrir algún daño el paciente y se 

necesita de alguien con gran experiencia para realizarla.16   

 

 

IV.II Técnica de radionúclidos    

 

Esta técnica se basa en la inyección peritumoral de una solución de albumina o azufre 

coloidal radiomarcada con 99mTc. Después de 1 hora y justo antes de la cirugía se 

realizará una linfogammagrafía para evaluar si hay uno o más ganglios linfáticos 

centinelas y en qué área se pueden encontrar. La detección intraoperatoria del nodo 

centinela se utilizará para extirpar de forma selectiva el ganglio linfático radiomarcado. 

Se verificará, si el ganglio linfático extirpado corresponde al nodo centinela y si hay 

otros puntos de acumulación de núclidos en el área de los ganglios linfáticos y se 

procederá a la extirpación selectiva de otros ganglios linfáticos centinela si 

corresponde.16 

 

Los medios de contraste más comunes en SPECT (tomografía por emisión de fotón 

único) para la localización de SLNs son partículas coloides radiomarcadas con 

tecnecio metaestable radiactivo (99mTc), tales como: 99mTc-azufre coloidal, 99mTc-

albumina coloidal o 99mTc-trisulfuro de antimonio. Estas son partículas coloidales entre 

40-80 nm de tamaño, suficientemente pequeñas para migrar rápido y suficientemente 

grandes para quedar atrapadas eficientemente en ganglios centinela; sin embargo, 

carecen de especificidad hacia los ganglios y una gran cantidad de coloides 

permanecen en el sitio de inyección.4,5 
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V Células endoteliales linfáticas con receptor a manosa 

 

El receptor de manosa (MR) puede expresarse en el endotelio linfático sano. Se ha 

visto su expresión está estrictamente restringida al endotelio linfático y participa en  la 

migración de linfocitos de la piel a los nódulos, media la adherencia de linfocitos 

uniéndose a la L-selectina de la superficie de los linfocitos.17,39  

Heikki Irjala et al. sugieren que la expresión de MR en la región linfática intratumoral 

se asocia con la presencia de metástasis en los ganglios linfáticos regionales en el 

momento del diagnóstico de cáncer de mama.17 

 

VI Macrófagos relacionados con el ganglio linfático centinela 

 

Los macrófagos son definidos como células altamente patogénicas que internalizan y 

degradan partículas y patógenos y liberan mediadores que alertan el sistema inmune 

adaptativo contra invasores.54 Los macrófagos se encuentran en todos los tejidos del 

cuerpo y tienen propiedades específicas que les ayudan a soportar sus funciones 

particulares en cada tejido de residencia. Los macrófagos asociados a ganglio linfático 

son macrófagos que residen en los ganglios linfáticos y se encuentran directamente 

expuestos al liquido linfático. Se caracterizan por su alta capacidad para tomar 

antígenos transmitidos por linfa. Esos macrófagos son la línea de defensa del sistema 

inmune en los nódulos linfáticos, se encargan de limitar la propagación de patógenos 

como virus y bacterias por el sistema linfático. Los macrófagos en tejidos expresan el 

receptor a manosa, el cual participa en el reconocimiento de patógenos, limpieza de 

glicoproteínas séricas endógenas, y presentación de antígenos.27,55 Ashleigh R. Poh 

y Matthias Ernst 56 mencionan que los macrófagos son un componente importante del 

microentorno del tumor y organizan diversos aspectos de la inmunidad. Dentro de los 

tumores, los macrófagos pueden alterar reversiblemente su endotipo en respuesta a 

señales ambientales, que incluyen la hipoxia y los estímulos derivados de otras 

células inmunitarias, así como la matriz extracelular. Dependiendo de su estado de 

activación, los macrófagos pueden ejercer influencias duales en la tumorogénesis 

antagonizando las células inmunes de la actividad citotóxica o mejorando las 

respuestas antitumorales. En la mayoría de los cánceres sólidos, el aumento de la 

infiltración con TAMs se ha asociado durante mucho tiempo con un mal pronóstico del 

paciente, destacando su valor como posibles biomarcadores de diagnóstico y 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Poh%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29594035
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ernst%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29594035
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pronóstico en el cáncer. Se han investigado varios enfoques centrados en los 

macrófagos de la terapia contra el cáncer, e incluyen estrategias para bloquear sus 

actividades de promoción de tumores o explotar sus funciones efectoras 

antitumorales.  

 

Takuya Shiota et al. 57 Reporto que la disminución de la infiltración de linfocitos T 

citotóxicos CD8+ en el tumor se ha asociado con metástasis en los ganglios linfáticos 

y una mala respuesta a la quimioterapia neoadyuvante. Mientras que una mayor 

densidad de linfocitos CD8+ en el tumor primario está asociada con una mayor 

densidad de macrófagos CD169+ en el ganglio centinela y una baja incidencia de 

metástasis en un caso de alto grado de cáncer de mama. Por lo tanto, estos hallazgos 

sugieren que los macrófagos CD169+ en ganglio centinela podrían ser un marcador 

útil para evaluar el estadio clínico, incluidos los estados de los ganglios linfáticos, en 

pacientes con cáncer de mama.  

 

 

 

VII Nanotecnología 

 

La Nanotecnología es el área encargada del diseño, desarrollo, caracterización y 

aplicación de materiales con tamaños en escala nanométrica (1x10-9 m). Los 

nanomateriales por definición son estructuras con al menos una de sus dimensiones 

(largo, ancho o alto) en la escala nanométrica (< 100 nanómetros). Debido a su 

tamaño las propiedades físicas y químicas de los nanomateriales difieren de las del 

bulto y los hacen atractivos en un gran número de aplicaciones.22,58 Particularmente, 

se ha explorado su aplicación en medicina, como medios de contraste para la 

detección y visualización de tejidos.58 La incursión de los nanomateriales en imagen 

medica se debe a que la tecnología en el área evoluciono rápidamente en cuanto a 

hardware y software, sin embargo, los medios de contraste se han quedado 

rezagados, particularmente en tomografía computarizada por SPECT y PET (vea 

apartado 2.10).59  
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VIII Nanopartículas de oro  

 

Las AuNPs son una prometedora alternativa a los típicos colorantes usados en la 

visualización in vitro e in vivo de tejidos, al presentar una gran fluorescencia, una 

elevada resistencia al Photobleaching, y la capacidad de marcar específicamente 

tipos celulares concretos en función del ligando conjugado a la superficie de la 

nanopartícula.60 Las nanopartículas de oro se pueden sintetizar y modificar fácilmente 

con moléculas orgánicas y biológicas, lo que las convierte en nanomateriales 

inorgánicos atractivos para la administración de fármacos y diagnóstico molecular. La 

superficie de las AuNPs es compatible con la unión eficiente de varias 

biomacromoléculas a través de la quimisorción, la conjugación química y la 

interacción electrostática. 24,25,60–62 Sobre la base de las ventajas de la fácil 

modificación de la superficie y de sus propiedades ópticas únicas, las AuNPs se han 

utilizado ampliamente como portadores de fármacos para la administración 

intracelular de agentes terapéuticos, así como nanopelículas moleculares para la 

detección y monitoreo de las moléculas diana de interés.25 

Blanca E. Ocampo-García et al.26 sintetizo un sistema multifuncional de AuNPs 

marcadas con 99mTc conjugadas a HYNICGGC/Manosa puede actuar como un 

posible radiofármaco para la localización de ganglios linfáticos centinelas. Este 

radiofármaco es considerado específico porque existe la unión específica a los 

receptores de manosa expresados en los macrófagos de los ganglios linfáticos. 

Según sus resultados el nanocoloide 99mTc-AuNP-manosa permanece dentro del 

primer ganglio linfático durante 24 h, por lo que podría ser útil como un 

radionanoconjugado específico para la detección de ganglios linfáticos centinelas 

utilizando protocolos convencionales de "1 día" o "2 días". 

 

IX Técnica de radiomarcado con 99mTc 

 

El tecnecio es un elemento químico cuyo radioisótopo 99mTc, con vida media de 6.02 

h y mecanismo de decaimiento por transición isomérica emitiendo fotones γ de 140 

keV. Se obtiene a partir de un generador de Molibdeno 99Mo-99mTc, que es su 

radionúclido padre. El resultado es una elución salina de pertecnetato de sodio estéril 

y apirógena. En Medicina Nuclear el 99mTc se utiliza en el diagnóstico de 

enfermedades, por ejemplo, se emplea pertecnetato de sodio en el diagnóstico de 
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alteraciones en glándulas como tiroides o glándulas salivares. De igual forma, si el 

99mTc se une a biomoléculas de reconocimiento molecular se incrementa la habilidad 

para detectar tejidos o células específicas.  La unión de 99mTc a biomoléculas o 

moléculas orgánicas se denomina radiomarcado.28 

Los dos tipos de estrategias más utilizados en radiomarcado de moléculas orgánicas 

o biomoléculas son la del marcado directo e indirecto. 

 

IX.I Radiomarcado directo 

En el radiomarcado directo se utilizan agentes reductores capaces de producir 

especies electrofílicas de los átomos radiactivos los cuales reaccionan con grupos 

funcionales de la molécula a radiomarcar. El ejemplo, más común es el marcado con 

99mTc el cual se une a los tioles formados por la reducción de los puentes disulfuro. 

La mayor ventaja del marcado directo es la facilidad con que se lleva a cabo la 

reacción. Sin embargo este método solo sería aplicable a aquellos péptidos cuyos 

residuos de cisteína forman un ciclo, y debido a que la ciclización del péptido muchas 

veces es indispensable para proveer la configuración necesaria para ser reconocido 

por el receptor, existe una alta posibilidad de inactivar al péptido con el marcado 

directo.63 

 

 

Figura 4. Radiomarcado directo 

(Tomada de referencia 63) 
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IX.II Radiomarcado indirecto 

 

El marcado indirecto es un poco más complejo, ya que requiere de pequeñas 

moléculas, capaces de unirse por un lado al péptido y por el otro al átomo radiactivo, 

llamadas agentes bifuncionales.  

El marcado indirecto se puede realizar por dos métodos, marcado por pre-

conjugación, y post conjugación. En la pre-conjugación, el agente biquelante es 

radiomarcado antes de ser conjugado al péptido, con el fin de no exponer al péptido 

a condiciones extremas de temperatura o pH usadas algunas veces para llevar a cabo 

el marcado. En caso de existir más de un grupo reactivo en el péptido, al marcar por 

este método es necesario protegerlos antes de la conjugación y desprotegerlos una 

vez terminada para evita la formación de múltiples especies. Además como la mayoría 

de las reacciones no tiene una eficiencia del 100% es necesario purificar el producto 

del péptido no conjugado y del agente biquelante radiomarcado remanente.63 

 

 

 

Figura 5. Marcado Indirecto 

(Tomada de referencia 63) 
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IX.II.I Agente quelatante HYNIC 

 

Entre los quelatantes, HYNIC (Hidrazinonicotinamida) es una molécula de interés, 

porque muestra una alta eficiencia de etiquetado (rápido y alto rendimiento de 

radiomarcaje) y su uso con varios co-ligandos (por ejemplo, ácido 

etilendiaminodiacético, tricina y glucoheptonato) permite una fácil modificación de la 

hidrofilicidad y farmacocinética de los péptidos pequeños marcados con 99mTc.63  

 

IX.III Controles de calidad  

 

Es el factor más importante para tener en cuenta en el cuidado del paciente. 

La calidad del radiofármaco debe encontrarse dentro de un estándar aceptable antes 

de ser administrado a los pacientes. Los radiofármacos impuros pueden provocar 

problemas no deseados y podría ocasionar un falso diagnóstico.64 

Algunas evaluaciones son: Identidad, Pureza de radiomarcado, Estabilidad de 

radiomarcado y Eficiencia de radiomarcado. 

 

X Técnicas de imagen molecular  

 

La tomografía computarizada por emisión de fotón única (SPECT) es una técnica de 

imagen de medicina nuclear que basa su principio en la detección de los fotones con 

energías comprendidas entre 59 y 364 keV, los cuales se producen como parte del 

proceso de desintegración radiactiva del núcleo atómico. Esta modalidad brinda una 

información funcional valiosa acerca de procesos que ocurren a nivel celular o tisular, 

a partir de la biodistribución de determinadas moléculas marcadas con radionúclidos 

emisores de radiación gamma.4 La elevada sensibilidad de esta técnica permite 

visualizar concentraciones de sustancias en el orden de 10-9 a 10-12 moles, lo cual 

resulta de gran interés en el diagnóstico médico. Sin embargo, sus mayores 

limitaciones se deben a que las imágenes obtenidas son ruidosas, de baja resolución 

espacial (en el rango de ~12 mm para el 99mTc) y, a veces, con cierto grado de 

complejidad en su interpretación. 64 

La tomografía computarizada (CT), por su parte, proporciona al médico 

reconstrucciones tridimensionales de la anatomía del paciente con una elevada 

resolución espacial. No obstante, sus principales limitaciones están dadas por la 
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imposibilidad de ofrecer información acerca de la actividad funcional o metabólica de 

los tejidos, lo cual puede conllevar a falsos positivos o falsos negativos en los 

resultados del estudio. De esta forma, surgió la idea de unir ambas modalidades de 

imagen con el fin de obtener lo mejor de cada una.64 

El SPECT/CT ha significado no solo la posibilidad de adquirir las imágenes 

anatómicas y funcionales en un único estudio, sino una verdadera revolución en la 

medicina nuclear diagnóstica, a partir de lo mejor que es capaz de aportar cada 

modalidad de imagen. Esta técnica híbrida ha mostrado que mejora la sensibilidad y 

la especificidad de los estudios gammagráficos, a la vez que acorta los tiempos de 

adquisición y brinda imágenes corregistradas corregidas por atenuación que facilitan 

el mejor análisis de las mismas.4 

 

 

 

XI Biodistribución 

 

Los radiofármacos exhiben un amplio rango de propiedades químicas y físicas que 

determinaran su biodistribución en el organismo. Es importante tener en mente que 

la biodistribución observada en un dado radiofármaco no puede ser explicada en 

términos de un solo mecanismo sino más bien como la resultante de la interacción 

entre diferentes mecanismos que incluyen la dilución inicial en el torrente sanguíneo, 

la posible unión a proteínas plasmáticas, el transporte transmembranal activo o 

pasivo, la posible metabolización del compuesto y su eliminación y excreción. El 

radiofármaco también puede experimentar degradación no biológica debido a una 

falta de estabilidad química o radioquímica, lo que deriva en que la biodistribución 

observada del compuesto radiomarcado no es necesariamente la del compuesto 

intacto.5,65 
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