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RESUMEN 

 

Las interacciones aditivas, subaditivas y superaditivas observadas en la terapia 

combinatoria tienen un rol importante en el tratamiento de las enfermedades, particularmente 

del cáncer. Los métodos de análisis de combinaciones de fármacos permiten identificar dichas 

interacciones. El objetivo principal de este trabajo es establecer la combinación del compuesto 

denominado CasIII-ia con varios análogos y el cisplatino, un fármaco de uso en la clínica. Con 

el propósito de establecer si la combinación de dos compuestos, CasIII-ia, y uno de sus 

análogos, puede mantener el 50% de su actividad antiproliferativa, pero disminuyendo la 

concentración molar de ambos, se evaluaron seis análogos más activos y siete fármacos de 

uso en la clínica, tanto en la línea tumoral Hela (adenocarcinoma cérvico-uterino) y CHP-212 

(neuroblastoma). En este trabajo se encontró que los análogos presentaron la misma eficacia, 

pero un orden de magnitud más potentes, mientras que, de los fármacos, sólo uno de ellos, 

el cisplatino tenía la eficacia necesaria para continuar con la evaluación. 

 

Con respecto a la evaluación de las combinaciones, se realizaron siete 

proporciones con respecto a la concentración inhibitoria media. Los resultados mostraron 

interacciones subaditivas, aditivas y superaditivas dependiendo del compuesto que 

acompañará a CasIII-ia y la concentración de cada uno. Particularmente, los compuestos con 

fenantrolinas tetrametiladas (CasVIII-gly 1.35 M y CasIII-Ma 1.40 M) presentaron las 

mejores interacciones superaditivas, en las cuales superaron significativamente el 50% de 

inhibición de la proliferación, con 90% y 75%, y disminuyendo la concentración empleada de 

CasIII-ia desde 41.74 hasta 4.59 M. Al evaluar la combinación de CasIII-ia con cisplatino, se 

encontró un porcentaje de inhibición del 77% empleando 4.59 y 9.70 M, respectivamente. El 

análisis de las combinaciones in vivo y en células sanas queda por ser estudiado para 

determinar si la disminución de las concentraciones empleadas produce una menor toxicidad. 
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ABSTRACT 

 

Additive, subadditive or superadditive interactions observed in combination therapy play an 

important role in several treatments, particularly for cancer. There are several methods for the 

analysis of drug combinations, such as the isobolographic analysis which allows to establish 

the pharmacological interactions that exist between two drugs that are administered together 

in equieffective doses. To identify if the combination of two compounds can mantain 50 % of 

the antiproliferative activity achieved by the compounds alone while diminishing the molar 

concentration employed. The analysis was realized in two tumour cell lines: (HeLa) cervix-uteri 

and CHP-212 (neuroblastoma) using combinations of a copper-based compound named 

CasIII-ia and seven more active analogues or cisplatin. Seven drugs used in the clinic were 

assayed to determine the median inhibitory concentration, but only cisplatin was equated with 

the copper analogues. 

 

Results showed that this compound exhibited additive, subadditive or antagonic and 

superadditive or synergistic interactions, depending on the compound that accompanies it and 

the proportion of the compounds in the combination. Particularly, copper-based compounds 

containing tetramethylated phenanthrolines (CasVIII-gly,1.35 M and CasIII-Ma,1.40 M) 

presented the best superadditive interactions, achieving inhibition values of 90% and 75%, 

respectively, while diminishing from 41.74 to 4.59 M the concentration of CasIII-ia. Regarding 

the combination of CasIII-ia/cisplatin, the highest inhibition achieved was 77 % with 4.59 and 

9.70 M, respectively. Further studies of the toxicity and biochemical level of the 

interactions remain to be studied on an in-vivo xenografted model. 
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I. ANTECEDENTES 

 

1.1 Generalidades del cáncer 

El término cáncer se refiere a un grupo de padecimientos, producto de la 

proliferación anormal de una célula y cuyas células hijas han adquirido la habilidad de 

multiplicarse e invadir los tejidos circundantes debido a la reducción del control de su 

crecimiento y la alteración de las funciones celulares1. 

 

De acuerdo con datos de la OMS, a nivel mundial, el cáncer es la segunda 

causa de mortalidad2. Se estima que, en el 2012, se diagnosticaron 14.1 millones de 

nuevos casos en países desarrollados2,3, mientras que en países sub-desarrollados, 

este número fue de 8 millones3. Por su parte, en el 2015, esta enfermedad fue la 

responsable de 8.8 millones de muertes, siendo las principales causas de cáncer, 

para ambos sexos, los carcinomas de pulmón, hígado, colorrectal, estómago y 

mama2. 

 

Mientras tanto, en México y para el mismo año, los tumores malignos 

representaron la tercera causa de mortalidad4. Los principales tipos de cáncer que 

afectan a la población mexicana incluyen principalmente de los órganos 

hematopoyéticos en la población menor a 20 años, para ambos sexos, y del encéfalo 

y el sistema nervioso central y de las vías urinarias como segunda y tercera causa en 

hombres e inverso para las mujeres. En el caso de la población superior a 20 años, 

el principal tipo de cáncer, para ambos sexos, corresponde a tumores malignos de los 

órganos digestivos; seguido de tumores en los órganos genitales y respiratorios como 

segundo y tercer lugar en el caso de hombres y finalmente, los tumores malignos en 

mama y órganos genitales representan el segundo y tercer lugar en mujeres5.El 

resumen de los tipos de cáncer que padece la población mexicana se muestra en la 

Figura 1. 
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Figura 1. Porcentaje de mortalidad hospitalaria por principales tumores 

malignos de la población mexicana. A) En población menor a 20 años y, B) en 

población mayor a 20 años5. 

 

A pesar de que el cáncer representa un problema importante en la salud, el 

diagnóstico temprano y el acceso de la población a cuidados universales ha resultado 

en una mejora en la supervivencia al cáncer. Dentro de los tratamientos que se aplican 

para tratar esta enfermedad se encuentran entre los más importantes, la cirugía, la 

radioterapia, la endocrinoterapia y la quimioterapia, así como combinaciones de estos. 

La cirugía consiste en la remoción de las células tumorales, siendo efectiva en el 100% 

de las células extirpadas, mientras que la radioterapia y la quimioterapia únicamente 

pueden eliminar a una fracción de la población de células malignas6. Asimismo, se 

han explorado el uso de otro tipo de terapias que le confieran a los tratamientos un 

incremento en la selectividad hacia las células tumorales, como la inmunoterapia o la 

terapia biológica6,7 o tratamientos enfocados en mejorar el pronóstico de la 

enfermedad, como los trasplantes de células troncales y medicina de precisión7. 

 

1.2 Quimioterapia 

 La quimioterapia consiste en el uso de compuestos de origen orgánico como 

el taxol y la vincristina8; y de origen inorgánico, siendo los compuestos de platino los 
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más representativos, así como los únicos que han superado las fases clínicas en 

diversos países9. 

 

 Los compuestos antineoplásicos están diseñados específicamente para 

eliminar o detener la proliferación de las células cancerígenas8. Estos compuestos, 

tradicionalmente, se dividen en seis categorías, de acuerdo con sus características 

bioquímicas: agentes alquilantes, antimetabolitos, antibióticos antineoplásicos, 

agentes antimitóticos, hormonas e inhibidores de las topoisomerasas8,10 o de cinasas.  

 

 Agentes alquilantes 

 Los agentes alquilantes son compuestos altamente reactivos que actúan a 

través de la interacción directa con el ADN, inhibiendo así la replicación celular, 

específicamente forman enlaces covalentes principalmente con el N7 de la guanina, 

aunque en menor medida también a la adenina y a la citosina. Un agente alquilante 

puede unirse de manera monofuncional o bifuncional a una o dos hebras del ADN, 

evitando así la separación de ambas hebras.  Esto produce a su vez inhibición de la 

síntesis de ADN, ARN y de las proteínas en tejidos que se encuentran en continua 

proliferación. Esta clase de antineoplásicos se consideran no dependientes del ciclo 

celular, es decir, ejercen su actividad citotóxica independientemente de la fase del 

ciclo en que las células se encuentren, sin embargo, una de las ventajas que 

presentan es que promueven el reclutamiento de las células en estado quiescente 

hacia fases activas de división, lo cual las convierte en células susceptibles al efecto 

de fármacos específicos del ciclo celular. Dentro de las desventajas que este tipo de 

compuestos puede presentar, se encuentra la capacidad de generar mielosupresión 

después de varias administraciones, la cual se detiene al suspenderse el tratamiento. 

Dentro de este grupo de compuestos, se encuentran los siguientes fármacos: 

ciclofosfamida, cisplatino, clorambucil, lomustina y melfalán, por mencionar 

algunos8,10. 



19 
 

 Antimetabolitos 

 Los antimetabolitos son agentes químicos que, dependiendo de su 

estructura, actúan como antagonistas de los metabolitos de rutas metabólicas 

involucradas en la síntesis de ARN y ADN. Los mecanismos de acción a través de los 

cuales actúan pueden llevarse a cabo, ya sea por inhibición competitiva o por 

inhibición no competitiva. En el primer caso, los antimetabolitos interfieren en la 

síntesis del metabolito, conocidos como antimetabolitos clásicos; mientras que, en el 

segundo caso, los antimetabolitos bloquean el acceso del sustrato natural de una 

enzima hacia éste, conocidos como antimetabolitos no clásicos. Los primeros resultan 

de la sustitución isostérica en la estructura de los metabolitos esenciales y los no 

clásicos no requieren compartir necesariamente la estructura ya que su acción resulta 

de la formación del complejo con el centro alostérico de las enzimas. En ambos casos, 

se lleva a la inhibición de la síntesis de ARN y ADN. Este tipo de compuestos son 

específicos de la fase de síntesis (S) del ciclo celular, por lo que son más activos en 

tumores de rápido crecimiento. En este grupo se encuentran los siguientes fármacos: 

5-fluorouracilo, metotrexato y la capacitabina8,10. 

 

 Antibióticos antineoplásicos 

 Los antibióticos antineoplásicos o antibióticos antitumorales son compuestos 

extraídos de microorganismos, con propiedades antibacteriana y citotóxica, pero 

donde predomina la segunda. Los mecanismos de acción de esta clase de 

compuestos son variados, por ejemplo, la bleomicina actúa como agente alquilante y 

promueve la generación de especies reactivas de oxígeno, las antraciclinas como la 

daunorrubicina y la doxorrubicina se intercalan entre las bases del ADN, la mitomicina 

puede actuar como agente alquilante o intercalante. Entre los efectos adversos de 

estos compuestos se puede encontrar la mielosupresión, toxicidad en piel y 

gastrointestinal, cardiotoxicidad y disfunciones hepática y renal8,10. 
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 Hormonas 

 Existen algunos tumores sólidos, por ejemplo, de mama, próstata o tiroides, 

que son sensibles a la manipulación hormonal. En función de esto, la acción de 

hormonas (estrógenos, andrógeno y progesteronas) o compuestos antagonistas de 

hormonas, como el tamoxifeno, dependerá de la expresión de receptores de éstas, 

los cuales una vez boqueados, inhiben la síntesis de ARNm. Otro ejemplo de este tipo 

de compuestos son los corticoesteroides, los cuales actúan a través del reclutamiento 

de células malignas, particularmente de tumores líquidos, hacia la división activa, 

haciéndolas sensibles hacia la acción de fármacos específicos del ciclo celular. Entre 

los efectos adversos que el uso de agentes hormonales presenta, se incluyen cambios 

en las características sexuales, en el líbido y retención de líquidos, por su parte, para 

los corticoesteroides se tienen además hipertensión, hiperglicemia, generación de 

úlceras y osteoporosis8,10. 

 

 Antimitóticos 

 Los agentes antimitóticos son alcaloides extraídos de la vinca, siendo los 

más representativos la vinblastina y la vincristina o derivados del taxol, como el 

docetaxel y el paclitaxel. Los alcaloides de la vinca se unen a la tubulina y evitan la 

formación de los microtúbulos (importantes en la morfología y división celular). Los 

derivados del taxol evitan el desensamble de los microtúbulos inhibiendo la función 

normal de la célula. Dado que estos compuestos actúan durante la metafase, 

arrestando la mitosis y promoviendo la muerte celular. Entre los efectos adversos se 

encuentran neurotoxicidad en el caso de la vincristina y en menor medida, la 

vinblastina; en el caso de los taxanos también se presenta mielosupresión adicional a 

la neurotoxicidad8,10. 
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 Inhibidores de las Topoisomerasas 

 En este grupo se incluyen las camptotecinas, el irinotecan y el topotecan, los 

cuales actúan a través de la inhibición de la Topoisomerasa I, una de las enzimas 

responsables de desenrollar el ADN durante la replicación, así como de la religación 

de las hebras. Estos compuestos se unen de forma covalente a la enzima, provocando 

su inhibición y el arresto de la célula en la fase G2 del ciclo celular. A su vez, los 

alcaloides de la mandrágora, etopósido y tenipósido son inhibidores de la 

Topoisomerasa II, encargada igualmente de desenrollar las hebras de ADN. Las 

camptotecinas pueden generar diarrea y mielosupresión, mientras que los alcaloides 

de la mandrágora pueden presentar mielosupresión y neurotoxicidad8,10. 

 

  Asimismo, es de considerar el nivel en el ciclo celular en el que los 

compuestos son activos, ya que podría facilitar la posterior combinación de los 

compuestos y seleccionar aquellos que actúen a diferentes tiempos11. En la Figura 2 

se esquematizan algunos compuestos empleados en la clínica y el nivel del ciclo 

celular en el que son más activos. 

 

Figura 2. Esquema del ciclo celular y sensibilidad a agentes quimioterapéuticos. 

Traducido y adaptado de Seiwert y colaboradores (2007) 11. 
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Debido a que la quimioterapia afecta de manera sistémica, es común que 

presente efectos tóxicos, los cuales en el mejor de los casos es desagradable sin 

embargo, ésta puede poner en peligro la vida, provocando incluso la muerte8. Es por 

lo anterior que continua la búsqueda de nuevas opciones terapéuticas que presenten 

una mejora en la toxicidad, así como oportunidades con respecto a la resistencia que 

los diferentes tumores presentan de manera intrínseca o adquirida a los fármacos ya 

existentes9. 

 

1.3 Quimioterapia de compuestos inorgánicos 

 A partir del descubrimiento del cisplatino como agente antineoplásico, la 

Química Bioinorgánica ha tenido un desarrollo importante, particularmente en el área 

de Química Inorgánica Medicinal en la cual, los esfuerzos se han enfocado en la 

búsqueda de compuestos activos en contra de enfermedades como el SIDA121, 

Alzheimer13,14, artritis15, Chagas16,17, leishmaniasis18, malaria16,19 y otras 

enfermedades tropicales desatendidas20, así como enfermedades bacterianas18,21,22. 

Lo anterior con el objetivo de disminuir la toxicidad y los costos de producción con 

respecto a los compuestos ya existentes en la clínica. Algunos ejemplos de estos 

compuestos se esquematizan en la Figura 3. 
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Figura 3. Compuestos de base metálica evaluados para el tratamiento de diversas 

enfermedades. A) Malaria: Cloroquina de rutenio16; B) Alzheimer: 

(bis(benzoiltrifluoroacetonato)etilendiimino)cobalto(II) (L3Co)13,23; C) Malaria: Ferroquina16; D) 

VIH:[RuCl(6-p-cym)L2]12; E) Tripanosomiasis: compuestos de 2-mercaptopiridina N-óxido de 

metal16. 

 

 Entre las ventajas que los metales aportan a las moléculas, se encuentran la 

facilidad de coordinarse a ligantes en una configuración en tres dimensiones, lo cual 

facilita la funcionalización de grupos que se ajusten más adecuadamente a las dianas 

moleculares. Asimismo, los estados de oxidación de los metales les permiten 

participar en procesos biológicos o, influir en el ingreso y biodisponibilidad del 

compuesto administrado. Finalmente, los metales tienen la capacidad de realizar 

reacciones intercambio de ligantes, y por lo tanto interaccionar con moléculas 

endógenas24. 

 

 El uso de los metales no sólo se ha extendido al tratamiento de diversos 

padecimientos, si no, con respecto a los antitumorales, también se ha diversificado a 
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considerar a metales no esenciales como el rutenio(II) y rutenio(III), el oro(I) y oro(III) 

y el titanio(IV), algunos ejemplos de compuestos evaluados como antitumorales se 

muestran en la Figura 4. Los compuestos de rutenio NAMI A y KP1019 (Compuestos 

4B y 4C) han sido los más notables en los últimos años ya que llegaron a la Fase 

Clínica II como agentes antimetastásicos25; los compuestos de titanio (Compuestos 

4D y 4E), los cuales fueron las primeras moléculas sin platino en llegar a Fase Clínica 

I26. En el caso de los compuestos de oro (4A y 4F) han actividades antiproliferativas 

superiores al cisplatino y con el objetivo de ser usados como biomarcadores para 

detección del grupo tiol27,28. Asimismo y, debido al éxito de compuestos de platino, el 

número de compuestos sintetizados con este metal se incrementa todos los días9,25,29. 

También hay una tendencia al uso de metales esenciales, particularmente del cobre, 

los cuales, aprovechando que el organismo tiene medios para regular sus 

concentraciones y así disminuir la toxicidad inherente de los metales. 

 

 

Figura 4. Ejemplos de quimioterapéuticos inorgánicos. A)[(PPh3AuI)2{2-(2′-

piridil)imidazolato)](PF6) 27; B) NAMI A 25 C) KP1019 25; D) Titanoceno 302; E)  [(bzac)2Ti(OEt)2] 

30 F) [AuIII(N^N^N)(NHC)]+ 28. 
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 1.4 Casiopeínas® 

Al final de los años setenta, se inició el proyecto encaminado a preparar 

compuestos de metales esenciales con actividad biológica antitumoral, después de 

varios años de trabajo se decidió escoger al cobre por sus características y 

propiedades particulares, esta investigación fue encabezada por la Dra. Lena Ruiz 

Azuara y su equipo en la Facultad de Química, quienes han sintetizado, caracterizado 

y patentado una serie de agentes antineoplásicos basados en quelatos mixtos de 

cobre (II) registrados con el título de Marca Casiopeínas®31-33, con fórmulas generales 

[Cu(N-N)(-aminoacidato)]NO3 y [Cu(N-N)(O-O)]NO3, donde el donador N-N es una 

diimina aromática sustituida (1,10-fenantrolina o 2,2’-bipiridina) y el donador por 

oxígeno (O-O) es acetilacetonato (acac) o salicilaldehidato (salal) (Figura 5).  

 

A    B  

 

Por difracción de Rayos X de monocristal, se obtuvieron las estructuras 

cristalinas y se observa que este tipo de compuestos tiene geometría de pirámide de 

base cuadrada ligeramente distorsionada con una molécula de agua en la posición 

apical, como se observa en la Figura 634. 

 

 

 

 

 

Figura 5. Ejemplos de 

Casiopeínas variando los 

ligantes primarios y 

secundarios. En A [Cu(4,4'-

bipiridina)(acetilacetonato)]+; en 

B, [Cu(1,10-

fenantrolina)(glicinato)]+ 

 

Figura 6. Casiopeína II-gly 

[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(glicinato)]NO3 
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Actualmente, se han sintetizado más de 100 Casiopeínas, las cuales se 

dividen en diferentes grupos de acuerdo con los ligantes que presenten en su 

estructura y los cuales se resumen en la Tabla 1. El diseño de las Casiopeínas® toma 

en consideración moléculas que le brinden al cobre la posibilidad de producir 

citotoxicidad por medio de diferentes mecanismos de acción. En el caso del cobre, se 

sabe que éste es un metal que participa en diversos procesos biológicos35-37. Sin 

embargo, esto no lo exime de presentar efectos tóxicos, entre los que destaca la 

generación de ROS38,393,4, las cuales pueden causar daño a través de la oxidación de 

los componentes celulares, alterar el balance óxido-reducción en la célula o interferir 

con los mecanismos de señalización celular relacionados con el estado redox38,40. Por 

otra parte, los ligantes modifican las propiedades de transporte del cobre catiónico, 

las propiedades electrónicas del metal central y el reconocimiento molecular. Las 1,10-

fenantrolinas (phen) y 2,2’-bipiridinas (bpy) sustituidas son ligantes bidentados 

donadores por nitrógeno con gran afinidad por el cobre41 y que, gracias al sistema de 

anillos aromáticos en su estructura pueden, en su forma libre o bien como complejos 

metálicos, unirse al ADN mediante interacciones intercalantes y no intercalantes40,42. 

Por otra parte, los -aminoácidos se seleccionaron como ligantes secundarios debido 

a su baja toxicidad y a su elevada afinidad por complejos Cu(II)-bpy Cu(II)-phen43. A 

su vez, los ligantes salal y acac tienen también buena afinidad por complejos 

cobre(II)(N-N)44 y también pueden modular las propiedades redox del centro metálico. 

Asimismo, se tiene la hipótesis que el ligante secundario participa mayoritariamente 

en el ingreso de estos compuestos a las células45,46. Estas propiedades conferidas por 

los ligantes que los conforman, les permiten a los compuestos generar una respuesta 

citotóxica46,47 y posteriormente, una actividad antitumoral47-49, siendo los compuestos 

con fenantrolinas difeniladas los más activos en las pruebas que se les han 

realizado46,50,51. Este incremento de la actividad se ha repetido en otros modelos, por 

ejemplo al evaluar la actividad antigiardiásica, estos compuestos presentaron una 

eliminación de la población de Giardia lamblia cercana al 100%52 tras ser expuestos 

durante 24 h a 36 M. 
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Tabla 1. Resumen de las subfamilias y fórmulas generales de las Casiopeínas®.  

Subfamilia y clave Fórmula general 

I CasI-(N-O) [Cu(4,7-difenil-1,10-fenantrolina)(N-O)]NO3 

II CasII(N-O) [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(N-O)]NO3 

III 
CasIII-Xa o xa [Cu(N-N)(acac)]NO3 

CasIII-Xs o xs [Cu(N-N)(salal)]NO3 

IV CasIV-(N-O) [Cu(4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina)(N-O)]NO3 

V CasV-(N-O) [Cu(5-R-1,10-fenantrolina)(N-O)]NO3 

VI CasVI-(N-O) [Cu(5,6-dimetil-1,10-fenantrolina)(N-O)]NO3 

VII CasVII-(N-O) [Cu(1,10-fenantrolina)(N-O)]NO3 

VIII 
CasVIII-(N-O) [Cu(3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina)(N-

O)]NO3 

IX CasIX-(N-O) [Cu(2,2’-bipiridina)(N-O)]NO3 

N-O: -aminoacidato; acac, a: acetilacetonato, salal, s: salicilaldehidato; N-N: diimina 

sustituida, donde x = letra minúscula, bipiridina o X = letra mayúscula, fenantrolina. La 

molécula de agua coordinada ha sido eliminada de las fórmulas por claridad. 

  

 En el presente trabajo se incluyeron en la combinación con Casiopeína III-ia 

[Cu(4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina)(acac)]NO3, (CasIII-ia, Figura 7), los compuestos más 

activos en las diversas líneas tumorales46 y pertenecen a las subfamilias II (ej. CasII-

gly), III (ej. CasIII-Ea, CasIII-La y CasIII-Ma), VI, (ej. CasVI-gly) y VIII (ej. CasVIII-gly), 

de acuerdo a la Tabla 1. El detalle de los compuestos se incluye en la sección de 

“Material y métodos” y en el “Anexo 1”. 

 

1.4.1 Mecanismo de acción 

Con respecto al mecanismo de acción, se sugiere que los principales sitios 

de acción de esta familia de compuestos son el núcleo y/o la mitocondria53,54, que a 

su vez desencadenan una serie de eventos que promueven la muerte, principalmente 

por apoptosis, aunque también se ha encontrado que una fracción celular podría 



28 
 

activar la autofagia como mecanismo de muerte celular55,56. Sin embargo, la 

citotoxicidad causada por exposición de estos compuestos en eritrocitos57, células que 

carecen de ambos organelos, genera la interrogante de la existencia de otros blancos 

celulares. En un estudio de expresión de genes por microarreglos, se encontró que 

uno de los miembros de esta familia, conocido como Casiopeína II-gly (CasII-gly, 

Figura 6) incrementó la expresión de genes que en el control se encontraban sub-

expresados y disminuyó la expresión de todos aquellos genes que estaban sobre-

expresados, particularmente se vio disminuida la expresión de aquellos enfocados en 

la proliferación celular, mientras que se incrementó la expresión de los genes 

involucrados en la muerte celular por apoptosis58. Adicionalmente, en diversos 

estudios, tanto experimentales como teóricos, se ha encontrado la siguiente evidencia 

que apoya el mecanismo de acción propuesto para estos compuestos: 

 

Incremento de las especies reactivas de oxígeno (Reactive oxygen species, 

ROS). La presencia del cobre, el cual es un metal capaz de participar en la reacción 

tipo Fenton, en su estado reducido, promueve el incremento de especies O2
▪ - e -OH, 

el cual se ha observado en diversas líneas tumorales59-63 como en ensayos in vitro56,64 

a través de la cuantificación espectrofotométrica de N-óxido de 5,5-dimetil-1-pirrolina 

(5,5-Dimethyl-1-pyrroline N-oxide, DMPO) y por medio de resonancia electrónica 

paramagnética (Electron paramagnetic resonance, EPR). 

 

Disminución de las especies antioxidantes como glutatión oxidado debido al 

incremento en las ROS en células de la línea tumoral HeLa59, las cuales aumentan en 

presencia de un agente reductor como ácido ascórbico. También se encontró que este 

incremento de ROS es concomitante con apoptosis. Esta reducción de la 

concentración de glutatión también puede deberse a una coordinación directa con los 

compuestos645. Resultados similares se han reportado en células de carcinoma de 

pulmón60 y neuroblastoma63. 
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Interferencia en la cadena respiratoria y fosforilación oxidativa en 

mitocondria54. Se ha encontrado que los compuestos CasII-gly y CasIII-ia desacoplan 

la cadena respiratoria, inhiben la producción de ATP, modifican el potencial de la 

membrana mitocondrial y facilitan la liberación de Citocromo c, produciendo 

eventualmente apoptosis, la cual se ha encontrado ya sea por mecanismos tanto 

dependientes como independientes de caspasas49. 

 

Fragmentación de ADN. Al exponer al ADN a CasII-gly, los resultados 

muestran degradación del ADN, dicha fragmentación se ve incrementada cuando se 

agrega ácido ascórbico como agente reductor. Este efecto no se ve disminuido en 

presencia de superóxido dismutasa (SOD), sin embargo, sí en presencia de catalasa, 

lo que sugiere que sí hay producción de OH·49; mientras que, la presencia de un 

potente secuestrante de ROS, N-acetil-L-cisteína, disminuyó la apoptosis de células 

de glioma C6 y las detuvo en la fase del ciclo celular G0/G1
49,53,54,57,59. Evidencia de la 

actividad nucleasa de los compuestos se ha observado también para CasIII-Ea 

[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(acac)]NO3 y en menor media para CasIII-ia65. 

Asimismo, se ha observado que esta familia de compuestos produce ruptura del ADN 

por medio de la hidrólisis de los grupos fosfatos o a través de un ataque radicalario en 

la molécula de deoxirribosa50,51,53,65. 

 

Interacción con el ADN. Rivero Müller y colaboradores (2007)53 sugieren la 

formación de complejos ADN-Casiopeína®; el tipo de interacción propuesta varía 

dependiendo del compuesto involucrado, habiendo algunas que preferentemente 

actúan interaccionando con el surco menor o por intercalación en el surco mayor50,66, 

lo cual, a su vez, ha producido una disminución de la respuesta SOS en bacterias 

deficientes de mecanismos de reparación de ADN51. 
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Estudios teóricos de modelado de la interacción de Casiopeínas con ADN 

por el método de funcionales de la densidad (Density Functional Study, DFT), así 

como por dinámica molecular muestran un efecto de intercalación seguido de una 

coordinación con los oxígenos de los grupos del fosfato67,68. 

 

Otras posibles dianas moleculares. Becco y colaboradores63 evaluaron la 

interacción con las proteínas fibronectina, tubulina e integrina,  involucradas en el ciclo 

celular y encontraron que el compuesto CasIII-Ea pude interaccionar con las tres, lo 

cual a su vez, puede provocar interferencias en el ciclo celular. En este trabajo, se 

determinó la CI50 de CasIII-ia, CasIII-Ea y CasII-gly en cultivos de epimastigotes de T. 

cruzi, resultando en valores del mismo orden del fármaco de referencia nifurtimo (6 

M). 

 

1.4.2 Actividad biológica in vitro 

La actividad biológica de estos compuestos podría ser consecuencia de uno 

o varios de los mecanismos de acción descritos anteriormente. En un estudio de 

relación cuantitativa estructura-actividad(QSAR) realizado previamente en el grupo de 

trabajo con compuestos [Cu(N-N)(acetilacetonato)]NO3 y [Cu(N-N)(glicinato)]NO3
46, 

se encontró una correlación significativa entre la inhibición de la proliferación celular 

evaluada in vitro y las propiedades de óxido-reducción de la molécula, expresado 

como el E1/2 del par Cu(II)/Cu(I), el cual está influido principalmente por el ligante 

diimina, provocando que los compuestos que contienen fenantrolina en su estructura, 

sean más activos que los compuestos con bipiridina, tanto in vitro, como in vivo, por 

lo que al fragmento de la molécula [Cu(N-N)] se le ha asociado como el grupo 

farmacofórico de esta familia de compuestos y al grupo diimina se le denomina dentro 

del grupo de trabajo como el “ligante primario”, mientras que al grupo adicional que 

acompañe a este fragmento se le conoce como el ligante secundario. Al comparar la 

actividad de los compuestos con fenantrolina, se observó que la actividad se 

incrementa cuando se tienen sustituyentes donadores de densidad electrónica, lo cual 
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provoca un desplazamiento del potencial de media onda hacia un incremento en el 

carácter reductor del cobre. Este hallazgo apoya la hipótesis acerca de la generación 

de ROS como parte del mecanismo de acción, el cual a su vez se ha comprobado en 

ensayos con células56,59-61 y al evaluar la generación de radical hidroxilo56,64. 

 

A continuación, en la Tabla 2, se resumen las líneas tumorales en las cuales 

los algunos compuestos de esta familia han sido evaluados y que han presentado 

actividad citotóxica. 

 

Tabla 2. Resumen de la actividad biológica in vitro de los compuestos de cobre en 

diferentes líneas tumorales. 

Línea tumoral Compuestos evaluados Referencia 

Carcinoma de ovario humano 
(CH1) 

CasII-gly De Vizcaya, 2000696 

Leucemia murina (L1210) CasII-gly De Vizcaya, 2000696 

Meduloblastoma CasII-gly, CasIII-ia Mejía, 2008707 

Cérvico-uterino (HeLa) 

CasII-gly 
21 Casiopeínas® con 
variación en el ligante 
diimina y acetilacetonato o 
glicinato 
CasII-gly 
CasIII-ia (c/chitosan) 
13 Casiopeínas® con 4,7-
dimetil-1,10-fenantrolina y 
variación en el ligante 
aminoacidato 
CasIII-ia (c/niosoma) 

Alemón-Medina, 2008598 
Bravo-Gómez, 2009479 
 
 
 
Marín-Hernández, 20117110, 
Miranda-Calderón,20117211 
Bravo-Gómez, 20124512 
 
 
 
Aguilar-Jiménez, 20167313 
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Cont. Tabla 2. Resumen de la actividad biológica in vitro de los compuestos de cobre 

en diferentes líneas tumorales. 

Línea tumoral Compuestos evaluados Referencia 

Cérvico-uterino (SiHa) 

21 Casiopeínas® con 
variación en el ligante 
diimina y acetilacetonato o 
glicinato 

Bravo-Gómez, 2009469 

Mama (MCF-7) 

CasIII-ia 
21 Casiopeínas® con 
variación en el ligante 
diimina y acetilacetonato o 
glicinato 
CasII-gly 

Carvallo-Chaigneau, 20084714 
Bravo-Gómez, 2009469 
 
 
 
Marín-Hernández, 20117110 

Colon (HCT-15) 

21 Casiopeínas® con 
variación en el ligante 
diimina y acetilacetonato o 
glicinato 
CasII-gly 
12 Casiopeínas® con 4,7-
dimetil-1,10-fenantrolina y 
variación en el ligante 
aminoacidato 

Bravo-Gómez, 2009469 
 
 
 
Marín-Hernández, 20117110 
Bravo-Gómez, 20124512 
 
 
 

Glioma murino (C6) CasII-gly 
Trejo-Solís, 20054915 
Marín-Hernández, 20117110 

Glioblastoma* (U87MG) CasII-gly Marín-Hernández, 20117110 

Melanoma murino (B16) CasII-gly Alemón-Medina, 20116016 

Pulmón (A549, H157) CasII-gly, CasIII-ia Kachadourian, 20106117 

Próstata (PC3) CasII-gly Marín-Hernández, 20117110 

Pulmón (SKLU) CasII-gly 
12 Casiopeínas® con 4,7-
dimetil-1,10-fenantrolina y 
variación en el ligante 
aminoacidato 

Marín-Hernández, 20117110 
Bravo-Gómez, 20124512 
 
 
 

Células escamosas orales 
humanas (CAL-27) 

CasIII-La Chávez-Cortéz, 20126218 

Neuroblastoma (CHP-212) CasIII-ia, CasIII-Ea, CasII-
gly 

Gutiérrez, 20136319 
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Cont. Tabla 2. Resumen de la actividad biológica in vitro de los compuestos de cobre 

en diferentes líneas tumorales. 

Línea tumoral Compuestos evaluados Referencia 

Neuroblastoma (SK-N-SH) 
CasIII-ia, CasIII-Ea, CasII-
gly 

García-Ramos, 20165620 

Leucemia mieloide crónica 
(MEG01, K562) 

CasII-Ea Chávez-González, 20167421 

* Probable glioblastoma 

 

1.4.3 Actividad biológica in vivo 

A partir de la información obtenida en las líneas tumorales, algunos de los 

compuestos se han evaluado en modelos in vivo, particularmente en rata46,75,76 y en 

el modelo de tumor xenotransplantado en ratón desnudo (nu/nu)47,48 para establecer 

la seguridad y toxicidad de esta familia de compuestos, así como su perfil 

farmacocinético75 y hematotoxicidad75,76. Estudios de farmacocinética también se han 

evaluado en perros77 y conejos78. 

 

Los estudios de toxicidad de los compuestos que tenían en su estructura el 

ligante acetilacetonato mostraron una tendencia similar a la observada en los ensayos 

in vitro, en los cuales, los compuestos más tóxicos resultaron aquellos que contenían 

fenantrolinas con sustituyentes donadores46. A su vez, del trabajo anterior, se propuso 

que el ligante secundario, ya sea acetilacetonato o glicinato, pudiera tener relevancia 

en el perfil farmacocinético de los compuestos, o ingreso de estos a la célula, por lo 

que posteriormente se evaluó la actividad antitumoral únicamente de dos de las 

moléculas más activas encontradas en dicho estudio, siendo estas, las Casiopeínas® 

III-Ma y VIII-gly: [Cu(N-N)(acetilacetonato)]NO3 y [Cu(N-N)(glicinato)]NO3, donde N-N 

= 3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina48. Los resultados de este trabajo mostraron que, 
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efectivamente, el compuesto con glicinato presentó un incremento en la eficacia del 

compuesto con respecto a lo observado para el compuesto con acetilacetonato. 

 

Con respecto a los estudios farmacocinéticos en ratas, se encontraron 

diferencias significativas, particularmente con respecto al tiempo de vida media entre 

los compuestos CasIII-Ea [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO3 y 

Casiopeína III-La [Cu(5,6-dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO3, donde el 

cambio en la posición de los sustituyentes influye en los tiempos de distribución y 

eliminación de los compuestos79. 

 

La toxicidad de las Casiopeínas® involucra principalmente anemia 

hemolítica, arritmias cardiacas y disminución del ritmo cardiaco, la cual es 

dependiente de la velocidad de la administración del compuesto77, sin embargo, se ha 

observado que estos efectos pueden llegar a ser reversibles tras el cese de exposición 

a los compuestos75-77,80. Por otro lado, al evaluar la toxicidad en Drosophila 

melanogaster, se encontró que en los individuos expuestos a dos compuestos de 

cobre(II) en concentración de 1.5 mM, se redujo su viabilidad y tasa de desarrollo, 

pero a su vez se incrementó su longevidad con respecto a los individuos no tratados81. 

 

En la Tabla 3, se resumen los ensayos biológicos in vivo en los cuales se 

han evaluado ya sea la toxicidad, farmacocinética o actividad antitumoral de algunos 

miembros de la familia de compuestos Casiopeínas®.  
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Tabla 3. Resumen de la actividad biológica in vivo de los compuestos de cobre. 

Actividad evaluada/modelo 
animal 

Compuestos evaluados Referencia 

Farmacocinética/conejo CasIII-ia Antonio-Jarquin, 200278 

Farmacocinética/rata CasIII-ia Romero-Ramírez, 200782 

Toxicidad respiratoria aguda y 
cardiovascular/perro 

CasIII-ia, CasII-gly Leal-García, 200777 

Actividad antitumoral/ratón 
desnudo (nu/nu) 

CasIII-ia 
CasIII-ia, CasIII-Ma, 
CasVIII-gly 

Carvallo-Chaigneau, 200847 
Bravo-Gómez, 201348 
 

Toxicidad aguda/ratón 
12 Casiopeínas® con 
variación en el ligante 
diimina y acetilacetonato 

Bravo-Gómez, 200946 

Hematotoxicidad/rata CasIII-ia Centeno-Llanos, 201276 

Farmacocinética/rata CasIII-Ea, CasIII-La Vértiz-Serrano, 201275,79 

Farmacocinética/perro 
CasIII-ia 
CasII-gly 

Fuentes-Noriega, 200283 
Cañas-Alonso, 201384,85 

Genotoxicidad/ratas CasIII-ia Pérez-Flores, 201486 

Toxicidad/Drosophila 
melanogaster 

CasIII-ia, CasII-gly Vidal, 201781 

 

1.4.4 Casiopeína III-ia 

Dentro de la familia de compuestos de cobre(II), Casiopeínas®, el compuesto 

denominado CasIII-ia (Figura 7) ha sido seleccionado como el compuesto prueba 

para iniciar los ensayos de pruebas clínicas; lo anterior, debido a que la toxicidad in 

vivo de esta familia de compuestos es inherente a su actividad in vitro46, por lo tanto 

se propuso con el objetivo de emplear un compuesto menos activo y por ende con 

menor toxicidad. 
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Figura 7. Casiopeína III-ia [Cu(4,’4-dimetil-2,2’-bipiridina)(acetilacetonato)]NO3
56 

 

La Casiopeína III-ia o CasIII-ia, cuya fórmula es [Cu(4,4’-dimetil-1,10-

fenantrolina)(acetilacetonato)]NO3▪xH2O, es un polvo fino de color azul claro, el cual, 

es soluble en agua, metanol y suero dextrosado pH=7.4 y en condiciones ambientales. 

El compuesto se mostró estable durante 12 h al ser evaluado en disolución 

amortiguadora de fosfatos (pH 7.4 y 64 mM A 37°C). Por análisis termogravimétrico 

se observó una pérdida de masa del 1.18% a una temperatura de 60°C, 

correspondiente a dos moléculas de agua, así como dos pérdidas más de masa a 220 

y 440°C. Al determinar el momento magnético del compuesto, se encontró que se trata 

de un compuesto paramagnético con un electrón desapareado, indicando que el 

estado de oxidación del cobre se encuentra como +2. La conductividad del compuesto 

corresponde a la de un electrolito 1:1, por lo que contiene una molécula de nitrato 

como contraion46,87. 

 

En sólido, este compuesto no presenta productos de degradación posterior 

a 6 meses durante 40 ± 2 °C y humedad relativa de 75±5%. En disolución, a su vez, 

es estable a fotólisis (luz UV, 1h), hidrólisis básica (NaOH 1 M) y oxidación (H2O2 30%, 

24h). En condiciones ácidas (HCl 1 M), se observa un pico de degradación luego de 

un día de análisis87. La titulación de una disolución 1 mM de este compuesto con 0.2 

M de NaOH (formación) o 0.1 M de HNO3 (descoordinación) demostró una estabilidad 

de este compuesto en un intervalo de pH de 6.2 a 8.5 (Datos por publicar, Tesis de 

Licenciatura de Javier Díaz). 
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 Con respecto a su actividad biológica, se ha determinado la concentración 

inhibitoria media en las siguientes líneas tumorales humanas: HeLa (cérvico-uterino 

dependiente de VPH), SiHa (cérvico-uterino de células escamosas), MCF-7 (cáncer 

metastásico de mama), HCT-15 (colon)46, CHP-212 (neuroblastoma) y SK-N-SH 

(neuroblastoma), todas en el orden de concentraciones micromolares, sin embargo, 

las concentraciones este compuesto significativamente menor este compuesto que los 

análogos e incluso que el cisplatino46. Asimismo, Se observó que la Casiopeína III-ia 

disminuyó la viabilidad celular e indujo apoptosis sobre HCT-15 in vitro e in vivo, de 

manera dosis dependiente y ciclo celular independiente, a través de la activación de 

Bax y caspasas, aparentemente por la vía intrínseca. Por otro lado, se evaluó la 

sobrevida en modelos murinos: L1210 (leucemia), S180 (sarcoma), B16 

(melanoma)89. En el modelo de ratón xenotransplantado (nu/nu) con HCT-15 y 

administrado en una dosis de 6 mg/kg, presentó un incremento en el retraso del 

volumen tumoral relativo, así como en el tiempo de duplicación del tumor; el índice 

mitótico disminuyó, mientras que el índice apoptótico se incrementó, con respecto a 

los resultados observados para el control negativo y el control positivo, administrado 

con cisplatino47. Por otro lado, en el caso de células no tumorales, se determinó la 

concentración inhibitoria media de este compuesto en linfocitos, encontrándose una 

concentración de 4.7 mM, aproximadamente 250 veces superior a la observada en 

líneas tumorales56. Por otro lado, la evaluación del margen terapéutico de seguridad 

verdadero en perros se encontró en un intervalo de 4.7 a 23.6 mg/m2 77. Estos 

resultados, en conjunto, sugieren un incremento en la actividad in vivo del compuesto 

CasIII-ia, con respecto a la actividad observada in vitro, y teniendo al cisplatino como 

control positivo evaluados en conjunto. 

  

 Con respecto en la toxicidad in vivo, en general para esta familia de 

compuestos, se encontró que presentan dosis letales superiores a la del cisplatino, 

donde la Casiopeína III-ia fue una de las menos tóxicas, en congruencia con el efecto 

observado de la actividad in vitro9. La Casiopeína III-ia, a dosis de 6.74 mol/kg y 13.5 

mol/kg 4x6, produce adhesiones e inflamación sobre la superficie peritoneal de los 
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ratones nu/nu, siendo el último efecto consecuencia de la irritación crónica47. 

Finalmente, en un estudio de la hematotoxicidad del compuesto en ratas Wistar, se 

encontró que la administración de la DL10 (3 mg/kg ó 6.74 mol/kg), produce daño 

hemolítico agudo de baja severidad 24 horas posteriores a la administración del 

mismo, manifestado como la disminución significativa de la hemoglobina, el 

hematocrito, el volumen corpuscular medio (VCM), el incremento en las alteraciones 

morfológicas de los eritrocitos y la presencia de hematuria y hemoglobinuria, siendo 

dicho daño reversible a los 21 días posteriores a la administración del compuesto, por 

lo que se concluyó que la dosis de 6.74 mol/kg de Casiopeína III-ia es segura 

hematológicamente en el protocolo propuesto para el inicio de la Fase Clínica I76. El 

tipo de daño es consecuencia de la generación de especies reactivas de oxígeno y es 

similar al daño provocado por la toxicidad asociada al cobre90-92. 

  

 Finalmente, en un estudio in vivo en ratas machos, hembras, hembras 

preñadas y fetos de la cepa CD-1 se encontró que el compuesto CasIII-ia no induce 

daño genotóxico o citotóxico en ninguno de los modelos tratados con tratamientos 

agudo, subcrónico y crónico, determinado a través del ensayo de inducción de 

micronúcleos, sí embargo sí se observó fetotoxicidad entre los días 6-15 y 

administrando una dosis de 7 mg/kg86. 

 

 1.5 Terapia combinatoria y evaluación de las interacciones 

farmacológicas. 

 Muchos tumores pueden responder a un único agente quimioterapéutico, sin 

embargo, dicha terapia rara vez es del tipo curativo, incluso ante carcinomas 

sensibles. Ante lo anterior, una de las estrategias para contrarrestar resistencia 

consiste en el uso de dos o más fármacos con el objetivo de mejorar la respuesta al 

maximizar la muerte celular y minimizar la resistencia, así como disminuir los efectos 

adversos. En general, las combinaciones deben satisfacer los siguientes principios8: 
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• Los compuestos en un régimen deben ser eficaces como agentes individuales 

e idealmente deberán ser usados en su dosis óptima y con su respectivo 

régimen de dosificación8. 

• Generalmente se deben emplear compuestos con toxicidades diferentes, de 

manera que se evite la toxicidad aditiva; la combinación de fármacos con 

toxicidades similares puede llevar a un disminución de la dosis y en 

consecuencia, en su eficacia8. 

 

 Asimismo y, como ya se ha dicho, una de las desventajas de los fármacos 

es la posibilidad de las células a generar resistencia a ellos, que puede ser de tres 

tipos: intrínseca, en la que los pacientes no muestran mejora una vez que se inicia el 

tratamiento; adquirida, que se genera después de una aparente recuperación inicial 

del paciente y finalmente, resistencia cruzada, la cual es específica del mecanismo de 

acción y se presenta debido a un incremento en la expresión de proteínas involucrada 

en la eliminación de los fármacos o de los mecanismos de reparación del ADN93,94. 

Una de las alternativas para contrarrestar estos efectos, así como disminuir la 

concentración de fármaco, sin que haya una disminución en la actividad, es el uso de 

terapias combinadas, sin embargo, el uso de mezclas implica la evaluación completa 

como si se tratara de un compuesto de novo, es decir, debe realizarse la evaluación 

de la actividad, eficacia y seguridad iniciando desde las fases preclínicas del desarrollo 

de un fármaco, así como la elucidación de los mecanismos de acción y la 

reformulación de los agentes involucrados en la combinación95. 

 

 El desarrollo de los fármacos consiste en varias etapas de evaluación de 

eficacia para su empleo en humanos antes de ser comercializada96. La fase preclínica 

del desarrollo consiste en la búsqueda de nuevas moléculas para el tratamiento de 

alguna enfermedad existente o el uso de moléculas ya evaluadas en modelos nuevos, 

en las cuales, una vez que se demuestra la actividad biológica en modelos in vitro e 

in vivo se procede a evaluar la eficacia en seres humanos, ingresando así la etapa de 

estudios clínicos. 
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 Antes de iniciar con las evaluaciones preclínicas de una mezcla, es 

necesario tomar en cuenta las probables interacciones que se puedan llevar a cabo 

entre dos o más compuestos, las cuales pueden ser de dos tipos: las favorables o 

desfavorables. Las primeras se refieren a un incremento en la actividad de ambos 

compuestos en presencia de cantidades menores a las que se requerirían para 

obtener un efecto esperado, es decir, se observa un desplazamiento en la curva dosis 

respuesta hacia dosis menores, con respecto a la suma de las curvas de los 

compuestos individuales. A este efecto se le llama sinergia de potenciación. Las 

interacciones desfavorables se refieren a la disminución de los efectos en presencia 

de la mezcla de ambos compuestos, en contraste con los efectos de los compuestos 

individuales, esto es, un incremento en las concentraciones para obtener el efecto 

esperado, a lo que se conoce como antagonismo97. La presencia de una sinergia de 

potenciación sugiere que ambos compuestos actúan a través de diferentes rutas 

metabólicas o mecanismos de acción, que se complementan para dar un mayor 

efecto. En contraste, una interacción antagónica puede ser competitiva: en la que el 

efecto total se verá reflejado en una disminución con respecto a la suma de los efectos, 

debido a la competencia de ambos sustratos por un mismo blanco o; no competitivo, 

en el que los compuestos actúan por vías independientes que interfieren entre sí, 

dando como resultado el decremento en la potencia. Cuando una mezcla de 

compuestos se comporta sin diferencia significativa con respecto a la suma de los 

efectos de ambos compuestos, entonces se tiene una sinergia de adición, en la que 

ambos compuestos actúan como agonistas competitivos con el mismo mecanismo de 

acción98,99. 

 

 Las interacciones farmacológicas pueden observarse en tres niveles: 

farmacéutico, farmacocinético y farmacodinámico. Las interacciones farmacéuticas 

consisten en las reacciones que los compuestos presenten en disolución, previo a su 

administración; las interacciones farmacocinéticas se refieren a la influencia que tenga 

uno de los compuestos sobre la absorción, distribución, biotransformación y 

eliminación del otro, y; finalmente, las interacciones farmacodinámicas se refieren a la 
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competencia en los blancos terapéuticos de cada compuesto, y si interfieren o no en 

el efecto global que se evalúa97, en este caso, la actividad antiproliferativa. 

 

 Una de las desventajas de la terapia combinatoria consiste en que 

generalmente se realiza de manera empírica100,101, considerando los criterios antes 

mencionados como pautas para la combinación101, sin embargo, también se han 

propuesto diversos métodos que permitan predecir la relación dosis-efecto de los 

fármacos, así como de sus combinaciones, principalmente en busca de interacciones 

sinérgicas. La evaluación de los efectos puede llevarse a cabo por medio de los 

siguientes métodos: Análisis fraccionado, ecuación del efecto medio, análisis 

isobolográfico, método de superficie de respuesta, los cuales se describirán a 

continuación. La propuesta de las combinaciones debe considerar si los fármacos se 

administrarán de manera simultánea o secuencial, así como la diferencia entre las 

dosis/concentraciones: si se encuentran en el mismo orden de magnitud, se sugiere 

se emplee una relación constante entre ambas100. 

 

1.5.1 Análisis fraccionado  

Consiste en la evaluación de compuestos en combinación, cuyo efecto es 

superior al producto de los efectos individuales, es decir, 0.5 x 0.5 > 0.25, sin embargo, 

el cálculo requiere que las curvas dosis-respuesta se comporten de manera líneal100. 

 

Si se consideran dos fármacos A y B, con potencias de DA y DB (dosis a un 

nivel de efecto, por ejemplo, DE50) y potencia relativa descrita en la Ecuación 1102. 

 

𝑅 =
𝐷𝐴

𝐷𝐵
      (Ec. 1)  



42 
 

dado que, la combinación de dosis dA y dB son equipotentes a DA y DB. La 

combinación será aditiva si: 

 

𝑑𝐴 + R𝑑𝐵 = 𝐷𝐴     (Ec. 2) 

 

1.5.2 Análisis isobolográfico 

El análisis isobolográfico fue propuesto por Tallarida98,99,103, y consiste en la 

evaluación de combinaciones de compuestos considerando dosis equiefectivas, es 

decir, concentraciones que generen el mismo nivel de efecto que los compuestos 

individuales. Experimentalmente, se evalúan “n” niveles de efecto (25%, 50%, 75%, 

90%, etc.) y “m” combinaciones, con los cuales se construyen gráficas conocidas 

como isobologramas. La sinergia se establece cuando los valores de las 

concentraciones de cada compuesto se aproximan al origen y a medida que se alejan, 

el carácter subaditivo se incrementa, siendo el punto de referencia las líneas de 

aditividad de cada efecto. En la Figura 8 se esquematizan en (A) cinco curvas de 

dosis-respuesta de los compuestos a, b y tres combinaciones de estos, y en (B) los 

isobologramas procedentes de las curvas de las combinaciones. 

 

Figura 8. Análisis isobolográfico A) Curvas dosis respuesta de tres compuestos hipotéticos. 

Las líneas horizontales representan tres niveles de efecto y los círculos amarillos (●) 

Efecto

Dosis

a b
a+b
1:1

a+b
1:2

a+b
2:1

A
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representan concentraciones equiefectivas.  B) Isobologramas de las combinaciones 

esquematizadas en A. 

 

Para compuestos que presentan un orden de magnitud similar101, la 

proporción de los compuestos se propone en función de la potencia relativa 

considerada como una razón constante (R) entre ambos, de acuerdo con la Ecuación 

3: 

𝑅 =
𝐷𝑜𝑠𝑖𝑠 𝐴

𝐷𝑜𝑠𝑖𝑠 𝐵
      (Ec. 3) 

  

Considerando al compuesto A como el fármaco de referencia, se pueden 

proponer la combinación (a,b) equivalente a una Dosis de A, de acuerdo a la Ecuación 

4, y si se considera como referencia al fármaco B, entonces la combinación (a,b) sería 

equivalente a una Dosis de B en función de la Ecuación 5. 

  

 𝐴 = 𝑎 + R𝑏      (Ec. 4) 

 𝐵 =
𝑎

R
+ 𝑏      (Ec. 5) 

 

Debido a que el isobolograma no permite el cálculo directo de significancia 

estadística, por lo que análisis posteriores son requeridos, entre los cuales se 

encuentra establecer a través de una prueba de “t” de student entre la dosis total 

administrada y la fracción del compuesto de referencia103. 
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Asimismo, se puede calcular el índice de interacción, (Ecuación 6)104, el 

cual es calculado a partir de los valores de potencia, puede indicar el tipo de la 

interacción farmacológica y la magnitud de esta. 

  

 𝛾 =
𝑎

𝐴
+

𝑏

𝐵
      (Ec. 6) 

 

Entre las desventajas de este análisis, principalmente se encuentra la 

limitante del uso de isobologramas lineales, los cuales provienen de la combinación 

de compuestos con curvas dosis-respuesta paralelas, en caso contrario, se arriesga 

a la construcción de isobologramas no lineales, lo que dificulta su interpretación, así 

como la falta de significancia estadística105. 

 

1.5.3 Ecuación del efecto medio 

Propuesto por Chou y Talalay (1984)106, consiste en la evaluación de 

sinergias a través de la interpolación de los efectos obtenidos en la combinación en 

las ecuaciones del efecto medio de cada uno de los fármacos involucrados en la 

combinación. Las ecuaciones del efecto medio (Ecuación 7) se obtienen a través de 

la transformación logarítmica de las concentraciones y del efecto, tras la cual se puede 

realizar una regresión lineal a la recta obtenida (Ecuación 8), que a su vez puede 

realizarse por medio del programa Compusyn®107 diseñado por los mismos autores; 

este calcula el Índice de Combinación (CI), descrito en la Ecuación 9 para 

compuestos mutuamente excluyentes y en la Ecuación 10, para compuestos no 

excluyentes y construye los isobologramas normalizados. A su vez permite emplear 

combinaciones independientemente si se trabaja a una relación constante entre 

ambos compuestos para cada combinación o en relación variable101. 
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𝑓𝑎

𝑓𝑢
= (

𝐷

𝐷𝑚
)

𝑚

      (Ec. 7) 

log (
𝑓𝑎

𝑓𝑢
) = 𝑚𝑙𝑜𝑔𝐷 − 𝑚𝑙𝑜𝑔𝐷𝑀   (Ec. 8) 

  

El cálculo de CI se lleva a cabo a través de la siguiente ecuación: 

 

 𝐶𝐼 =
(𝐷)1

(𝐷𝑥)1
 + 

(𝐷)2

(𝐷𝑥)2
     (Ec. 9) 

 𝐶𝐼 =
(𝐷)1

(𝐷𝑥)1
 + 

(𝐷)2

(𝐷𝑥)2
+

(𝐷)1

(𝐷𝑥)1

(𝐷)2

(𝐷𝑥)2
   (Ec. 10) 

  

Los valores (Dx)1 y (Dx)2 corresponden a los valores teóricos de 

concentración que presentarán el valor del efecto encontrados en las combinaciones 

y se interpolan de la ecuación del efecto medio. 

 

A partir de los valores de CI, se puede estimar el tipo de interacción presente 

en la combinación y el cual se resume en la Tabla 4. Este método es uno de los más 

empleados ya que no se ve limitado a la forma de las curvas dosis-respuesta o 

requiere conocimiento acerca de la exclusividad/no exclusividad de los mecanismos 

de acción de los fármacos involucrados106. 
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Tabla 4. Índices de combinación y su significado.  

IC Descripción 

< 0.10 Superaditividad muy fuerte 

0.10-0.30 Superaditividad fuerte 

0.30-0.70 Superaditividad 

0.70-0.85 Superaditividad moderada 

0.85-0.90 Superaditividad leve 

0.90-1.10 Casi aditivo 

1.10-1.20 Subaditividad leve 

1.20-1.45 Subaditividad moderada 

1.45-3.30 Subaditividad 

3.3-10.00 Subaditividad fuerte 

> 10.00 Subaditividad muy fuerte 

 

1.5.4 Superficie de respuesta 

El método de superficie de respuesta se basa en la representación gráfica 

en tres dimensiones del isobolograma101, considerando que las dosis de ambos 

compuestos involucrados en la combinación son las variables independientes sobre 

el plano cartesiano (x, y), mientras que el efecto obtenido corresponde a la variable 

dependiente que se eleva sobre el plano en el eje z. Posteriormente, se emplea como 

referencia valores de la curva dosis-respuesta como referencia de la aditividad, o a 

través de la construcción de hipérbolas, cuando la forma de la curva, así lo requiere22. 

Debido a que el uso de modelos matemáticos para ajustar el comportamiento implica 

el conocimiento de estadística más elaborada, el uso de este método es poco 

empleado en los ensayos de evaluación de combinaciones de fármacos101. 
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1.5.5 Evaluaciones de interacciones farmacológicas con Casiopeínas® 

Por otro lado, los compuestos de cobre(II), Casiopeínas® se han evaluado 

en combinación con otros compuestos, ya sea en ensayos antituberculosos108 o con 

agentes anticancerosos62,109 o exponiendo combinaciones de estos compuestos con 

adriamicina al ADN65, los cuales, en todos los casos se obtuvieron combinaciones que 

presentaron un incremento de la actividad evaluada. 

 

En el primer caso, se evaluaron combinaciones de una de tres Casiopeínas® 

(CasIII-ia, CasII-gly o CasIII-Ea) con isoniazida, rifampicina o etambutol, y evaluadas 

a través del método del “tablero de damas” y la determinación del índice de 

concentración inhibitoria fraccional (FICI, por sus siglas en inglés). siendo las 

combinaciones más activas aquellas que contenían cualquier de los compuestos de 

cobre y etambutol en cepas resistentes y susceptibles a los fármacos de referencia. 

El resto de las combinaciones resultaron ser aditivas o indiferentes108. 

 

Por otro lado, se determinó el efecto coadyuvante del compuesto CasIII-La 

con 5-Fluorouracilo (5FU) en concentraciones de 2.1 mol/L para CasIII-La y de 50, 

75, 100, 150 y 200 mol/L para 5FU, se encontró que efectivamente se incrementaba 

la actividad de ambos, hasta alcanzar ~40% de inhibición para la combinación de 

150+2.1 y 200+2.1 mol/L con respecto al 70% de inhibición (CasIII-La) y ~65% (5-

FU). A su vez, se evaluó el daño citotóxico en fibroblastos de las mismas 

concentraciones y hasta en una concentración de 300+2.1 mol/L, encontrándose una 

disminución máxima en la viabilidad celular del 60% en todos los casos62. 

 

Finalmente, se han evaluado los efectos sinérgicos en la línea tumoral HeLa 

del compuesto CasII-gly con dieciséis fármacos de uso en la clínica, nueve 

compuestos no aprobados para su uso y tres antimitocondriales, todos evaluados en 

concentraciones menores a sus concentraciones inhibitorias medias. En este estudio, 

el cual se evaluó la sinergia entre los compuestos a través de la ecuación de 
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independencia de Bliss110, se encontró que al emplear combinaciones de este 

compuesto en concentraciones entre 0.3 y 1.0 M con paclitaxel (1.5 M agente 

antimicrotubular), ciclofosfamida (250 M, agente alquilante), cisplatino (50 M, 

agente platinante), carboplatino (150 M, agente platinante) y gemcitabina (500 M 

antimetabolito de la enzima ribonucleótido reductasa), se obtuvo un incremento en la 

citotoxicidad de este compuesto, mientras que con los compuestos anti-mitocondriales 

se encontró un incremento en la proliferación. Con el resto de los compuestos 

evaluados, se encontró una interacción del tipo aditivo109. 
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II. JUSTIFICACIÓN 

 

Uno de los principales tratamientos contra el cáncer es la quimioterapia, la 

cual involucra compuestos principalmente de origen orgánico como el taxol o la 

vinblastina. El Platino es el único metal empleado y aprobado para su uso en humanos 

en compuestos de coordinación como el cisplatino y sus derivados. Entre las 

desventajas que presenta cualquier compuesto con propiedades terapéuticas, se 

encuentra la resistencia de las células hacia estos. La resistencia a un compuesto 

puede llevarse a cabo de forma intrínseca, es decir, las células cuentan con 

mecanismos naturales que le permiten contrarrestar los posibles daños de los 

fármacos, o bien, se puede tratar de resistencia generada por el compuesto, en la cual 

las células presentan la resistencia después de un tiempo de ser expuestas a éste93. 

Derivado de la resistencia adquirida, existe a su vez la resistencia cruzada, que se 

genera a partir de la exposición de las células a un compuesto una vez que se cambia 

la terapia: el segundo compuesto ya no es activo debido a que este actúa a través de 

una ruta en común con el primer compuesto94. 

 

Una de las estrategias para contrarrestar la resistencia de las células hacia 

un fármaco consiste en el empleo de mezclas de compuestos que presenten 

mecanismos de acción diferentes de manera que el daño a las células sea irreparable. 

Adicionalmente, el uso de mezclas de compuestos permite la disminución de las 

concentraciones para alcanzar el mismo efecto, lo que a su vez permitiría una menor 

exposición a concentraciones dañinas para las células normales, o la acumulación de 

un compuesto en un solo órgano, incrementado así el margen terapéutico de dos 

compuestos, sin embargo, generalmente la definición de las combinaciones 

generalmente se lleva a cabo directamente en pacientes y de manera empírica, por lo 

que es importante desarrollar e implementar métodos que permitan la evaluación de 

los compuestos empleados en combinación101. 
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En este trabajo se busca evaluar la actividad antiproliferativa de trece 

compuestos en combinación con el compuesto denominado CasIII-ia en siete 

proporciones para cada compuesto y en dos líneas tumorales: HeLa (adenocarcinoma 

cervicouterino) y CHP-212 (neuroblastoma). CasIII-ia se eligió ya que actualmente se 

encuentra en proceso de ser evaluado en Fase clínica 1, debido a las siguientes 

características: 

 

1. Al comparar su actividad en diversas líneas celulares con respecto al 

cisplatino, se encontró que presenta actividad menor en líneas celulares 

importantes, sin embargo, superó a este compuesto en líneas tumorales 

cuyas opciones de tratamiento están limitadas, como son los 

neuroblastomas, los cuales se muestra en la Tabla 5. 

 

Tabla 5. Resumen de actividades de CasIII-ia y cisplatino en diversas líneas tumorales. 

Compuesto 

CI50 (M) 

Hela46 SiHa46 MCF-746 HCT-1546 CHP-21263 SK-N-SH56 

CasIII-ia 18.2 14.5 15.9 40.5 47.5 69.7 

Cisplatino 5.1 5.4 5.6 21.8 226.7 123.3 

 

2. La evaluación de este compuesto en cultivos de linfocitos presentó un 

valor de 4.7 Mm56, en contraste con el cisplatino, cuyo valor corresponde 

a 19 M111. 
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3. Asimismo, la actividad antitumoral observada en el modelo de ratón 

desnudo en contraste con el cisplatino, en la cual se obtuvo una 

disminución en el tamaño del tumor superior al cisplatino47. 

 

En contraste, la elección de los compuestos a evaluar en combinación con 

el compuesto CasIII-ia, se basó en la potencia observada en ensayos de inhibición de 

la proliferación, así como de toxicidad, eligiéndose los más potentes en ambos casos 

y considerando su solubilidad en agua46. En el caso de los fármacos antineoplásicos, 

la bleomicina, cisplatino, epirubicina, mitomicina C, netropsina y oxaliplatino, la 

elección consistió en el mecanismo de acción, así como en su actividad en las líneas 

tumorales evaluadas. Asimismo, las líneas tumorales se eligieron como referencia de 

evaluación para el cernimiento de la actividad de compuestos potenciales 

anticancerosos (HeLa) y por la importancia epidemiológica que representan en México 

(HeLa y CHP-212)5. Cabe señalar que la netropsina no es un compuesto aprobado 

para su uso en humanos, sin embargo, se eligió ya que en un estudio en el cual se 

administró en conjunto, la adriamicina con los compuestos CasIII-ia, CasIII-Ea y CasII-

gly, se encontró que este potenciaba la actividad nucleasa de las Casiopeínas®, por 

lo que se decidió evaluar la actividad de un compuesto con mismo mecanismo de 

acción en las líneas tumorales estudiadas.  
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III. HIPÓTESIS 

 

La Casiopeína III-ia en presencia de otros compuestos, podrá incrementar 

su actividad antiproliferativa in vitro, lo cual debe verse reflejado en una disminución 

de las concentraciones requeridas de ambos compuestos con respecto al efecto 

obtenido. 
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IV. OBJETIVOS 

  

Objetivo general 

Evaluar las interacciones farmacológicas in vitro entre una mezcla de un 

compuesto de coordinación de cobre (II), Casiopeína III-ia, con compuestos de la 

misma familia y compuestos de uso en la clínica. 

 

Objetivos particulares 

1. Evaluar las interacciones químicas entre la CasIII-ia y los siguientes 

compuestos: CasIII-Ea, CasIII-La, CasIII-Ma, CasII-gly, CasVI-gly, 

casiopeína VIII-gly, bleomicina, cisplatino, epirubicina, mitomicina C, 

netropsina y oxaliplatino 

2. Realizar la proliferación de las líneas tumorales HeLa y CHP-212. 

3. Determinar la concentración inhibitoria media de siete compuestos de 

coordinación de cobre(II), Casiopeínas: CasIII-ia, CasIII-Ea, CasIII-La, 

CasIII-Ma, CasII-gly, CasVI-gly, CasVIII-gly, y de seis compuestos con 

diferentes mecanismos de acción: bleomicina, cisplatino, epirubicina, 

mitomicina C, netropsina y oxaliplatino en las líneas tumorales HeLa y 

CHP-212. 

4. Evaluar las interacciones farmacológicas presentes entre el compuesto 

CasIII-ia y cada uno de los siguientes compuestos: CasIII-Ea, CasIII-La, 

CasIII-Ma, CasII-gly, CasVI-gly, CasVIII-gly, cisplatino, epirubicina, 

mitomicina C, netropsina y oxaliplatino en las líneas tumorales HeLa y 

CHP-212. 

5. Evaluar el efecto de las combinaciones en el plásmido PBR322 como 

evidencia del daño de las combinaciones en el ADN. 
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V. MATERIAL Y MÉTODOS 

Las Casopeínas® se sintetizaron con base a las patentes y se caracterizaron por AE, 

IR UV. Los fármacos y disolventes se usaron sin purificación posterior. 

 

5.1 Diseño Experimental 
 

Se realizaron pruebas a dos grupos de compuestos, divididas en dos series, 

ejemplificadas en las Figuras 9 y 10. La primera serie consistió en seis compuestos 

de coordinación de cobre(II) de la misma familia de CasIII-ia y el segundo grupo lo 

conformaron fármacos ya empleados en la clínica. El análisis estadístico de las 

interacciones consistió en un análisis isoblográfico descrito por Tallarida98 

complementado con la prueba estadística t de student para establecer diferencias en 

los valores del índice de combinación. Asimismo, en el Anexo 4 se incluyeron las 

curvas y los resultados del paralelismo de las curvas concentración respuesta 

determinadas en la línea tumoral HeLa y CHP-212. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Serie A1, Compuestos de coordinación de cobre(II) 

CasIII-Ea, 

CasIII-La, 

CasIII-Ma, 

CasIII-Ma, 

CasVI-gly, 

CasVIII-gly, 

 [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO3·H2O; 

[Cu(5,6-dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO3·H2O; 

[Cu(3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO3·H2O; 

[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(glicinato)]NO3·H2O; 

 [Cu(5,6-dimetil-1,10-fenantrolina)(glicinato)]NO3·H2O; 

 [Cu(3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina)(glinato)]NO3·H2O. 

                                                             
1 Más información acerca de los compuestos de la Serie A y de la Serie B, se encuentra en el Anexo 1. 
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Figura 10: Serie B, Fármacos comerciales aprobados para el tratamiento de diversas 

neoplasias malignas, aprobados por la Federal Drug Administration y la Secretaría de Salud, 

a excepción de la netropsina que fue elegida por ser el único compuesto que se intercala en 

el surco menor del ADN.  

 

Debido a que no todos los fármacos comerciales son activos en todas las 

líneas tumorales, las combinaciones se evaluaron en función de la actividad de éstos, 

como se indica en la Tabla 6, así como el mecanismo de acción a través del cual 

actúan. 
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Tabla 6. Fármacos evaluados en cada una de las líneas tumorales de este trabajo. HeLa 

(adenocarcinoma cérvico-uterino) y CHP-212 (neuroblastoma) 
 

HeLa CHP-212 Mecanismo de acción 

5-Fluorouracilo X X Análogo del uracilo. 

Bleomicina X  Agente metilante y generador de radicales libres. 

Cisplatino X X 
El Platino se coordina con el DNA produciendo 

entrecruzamientos intracatenarios. 

Epirubicina X  Agente intercalante e inhibidor de la enzima 

Toposiomerasa II. 

Mitomicina C X  Agente metilante. 

Netropsina X X Se une al surco menor del DNA. 

Oxaliplatino X X 
El Platino se coordina con el DNA produciendo 

entrecruzamientos intracatenarios. 

 

 

5.2 Reactivos 

El medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) y el medio Eagle 

modificado por Dulbecco enriquecido con la mezcla de nutrientes F-12 (DMEM-F12), 

así como la disolución amortiguadora de fosfatos se adquirieron a través de ATCC; el 

suero fetal bovino (FBS), la disolución de aminoácidos no esenciales (non-essential 

aminoacids, NEAA), el suero antibiótico-antimicótico (anti-anti) y la disolución de 

tripsina-EDTA 0.25% se adquirieron a través de GIBCO. El ácido tricloroacético y el 

ácido acético glacial se adquirieron a través de Baker. La sulforrodamina B se adquirió 

a través de Sigma-Aldrich. La preparación de las disoluciones adicionales se muestra 

en el Anexo 6, mientras que el cálculo del número de células requerido para los 

ensayos se ejemplifica en el Anexo 7. 

  

5.3 Equipos 

El análisis elemental se llevó a cabo a través de un equipo Analizador EA 

1108 de Fission Instruments y Espectrofotómetro de IR Nicolet Avatar 320 FT-IR. 
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La determinación de las interacciones químicas se llevó a cabo con los 

espectrofotómetros UV-visible HP 8452A (CasIII-La y CasII-gly) y ThermoScientific 

Genesys 10S UV-Vis (CasIII-Ea, CasIII-Ma, CasVI-gly, CasVII-gly y cisplatino). La 

cuantificación de la sulforrodamina B en las placas de 96 pozos se llevó a cabo con 

un lector de placas LabSystems Multiskan MS. 

  

5.4 Determinación de las interacciones químicas presentes en la 

combinación de los compuestos 

Con el objetivo de establecer si los compuestos no reaccionan entre sí y si 

es posible administrarlos en conjunto a partir de una disolución stock, se determinaron 

las interacciones químicas a través del desplazamiento en la banda d-d del cobre(II) 

del compuesto CasIII-ia a 602 nm por espectrofotometría UV-vis, posterior a su 

combinación con cada uno de los compuestos a evaluar. Las determinaciones se 

realizaron empleando disoluciones 1 x10-3M de cada uno de los compuestos y en 

proporción 1:1. Asimismo, se evaluaron las interacciones químicas de otros 

compuestos (Netropsina, 5-Fluorouracilo, Bleomicina A, Mitomicina C y Epirubicina) 

con CasIII-ia. 

 

5.5 Descongelación y proliferación de las células tumorales 

Las células se descongelaron a temperatura ambiente y se depositaron en 

cinco mililitros de medio DMEM para las células HeLa y DMEM F-12 para las células 

CHP-212, ambos suplementados con FBS 10%, suero anti-anti 1% y NEAA 1%, 

contenidos en un tubo Falcon de 15 mL. Posteriormente, el tubo se centrifugó a 1500 

rpm durante 5 minutos, tras los cuales el sobrenadante se decantó y se agregó un 

mililitro del mismo medio para resuspender las células. Las células resuspendidas se 

cultivaron en una botella de cultivo CORNING® de 75 cm2 que contenía 7 mL de medio 

DMEM suplementado. Las botellas con las células se colocaron en la incubadora a 37 

°C y 5% de atmósfera de CO2. 
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Una vez que las células se adhirieron a la superficie de la botella, se cambió 

el medio y se dejaron proliferar hasta que la superficie de la botella presentó 80% de 

confluencia. Posteriormente, las células se levantaron con tripsina-EDTA 0.5x y se 

separaron en dos botellas con 7 mL de medio DMEM. Finalmente, y una vez que se 

tuvieron la cantidad de células necesarias para llevar a cabo los ensayos, las células 

se cosecharon y se contaron en una cámara de Neubauer con azul tripano 0.4% para 

su posterior cultivo en placas de 96 pozos. 

 

5.6 Determinación de la concentración inhibitoria media de los 

compuestos 

Uno de los requisitos del análisis isobolográfico es emplear concentraciones 

de los compuestos en proporciones equiefectivas, es decir que tengan el mismo 

efecto. Considerando lo anterior, se pueden elegir las concentraciones a cualquier 

nivel, por ejemplo, CI10, CI50 o CI90, por mencionar algunas. En este trabajo se eligió 

trabajar con proporciones de la CI50 debido a que durante la construcción de las curvas 

concentración-respuesta, este valor está asociado a un menor porcentaje de error con 

respecto a los puntos correspondientes a valores más cercanos a las asíntotas de la 

curva. Asimismo, se eligió emplear el ensayo de inhibición de la proliferación y tinción 

con Sulforrodamina B, propuesto por Skehan y colaboradores112, como ensayo de 

cernimiento en la búsqueda por encontrar combinaciones de los compuestos que 

incrementen la actividad empleando menores concentraciones de los compuestos 

involucrados. 

 

A continuación, se describe brevemente el procedimiento del ensayo de 

evaluación de la inhibición de la proliferación: En una caja de 96 pozos se cultivaron 

20 000 células por pozo y 100 L de medio DMEM suplementado. Las cajas se 

incubaron a 37 °C y 5% de CO2 durante 24 h, tras las cuales, el medio se retiró y se 

colocó medio fresco con disoluciones de los compuestos de acuerdo con lo descrito 
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en la Tabla 7. Los tratamientos se administraron por triplicado en cada placa y el 

procedimiento se realizó al menos tres veces de manera independiente. 

Tabla 7. Concentraciones empleadas en la determinación de la CI50 a 24 horas y 48 

horas¥ en cultivos de las líneas tumorales HeLa y CHP-212. 

Línea 

tumoral 
Compuestos 

Concentraciones evaluadas  

g/mL M 

HeLa 

CasIII-ia, Cisplatino 3.0, 10.0, 30.0, 100.0 
Depende de la MM del 

compuesto 

CasIII-Ea, CasIII-La, 

CasIII-Ma, 

CasII-gly, CasVI-gly y 

CasVIII-gly 

0.01, 0.1, 1.0, 10.0 
Depende de la MM del 

compuesto 

Oxaliplatino¥ 0.2, 2.0, 20.0, 200.0/ 0.5, 5.0, 50.0 y 500.0 

5-Fluorouracilo¥ 0.15, 1.50, 15.0, 

150.0 
1.15, 11.5, 115.0, 1150.0 

Netropsina 

dihidrocloruro¥ 
7.6, 12.6, 75.5, 125.8 15.0, 25.0, 150.0, 250.0 

Sulfato de 

bleomicina/FeSO4
¥ 

 6.0, 9.7, 60.5 y 96.8 4.0, 6.4, 40.0, 64.0 

Mitomicina C 0.01, 0.1, 1.0, 10.0 0.03, 0.3, 3.0, 30.0 

Epirubicina hidrocloruro 0.01, 0.1, 1.2, 11.6 0.02, 0.2, 2.0, 20.0 

CHP-212 

CasIII-ia 3.0, 10.0, 30.0, 100.0 7.0, 23.0, 70.0, 230.0 

Cisplatino 
10.0, 30.0, 100.0, 

300.0 

30.0, 100.0, 300.0, 

1000.0 

CasIII-Ea, CasIII-La, 

CasIII-Ma, 

CasII-gly, CasVI-gly y 

CasVIII-gly 

0.01, 0.1, 1.0, 10.0 
Depende de la MM del 

compuesto 

Netropsina dihidrocloruro 8.0, 13.0, 80.0, 130.0 15.0, 25.0, 150.0, 250.0 

5-Fluorouracilo 3.0, 10.0, 30.0, 100.0 20.0 ,62.0, 200.0, 620.0 

Oxaliplatino 3.0, 10.0, 30.0, 100.0 8.0, 25, 80, 250 

¥Se evaluaron a 24 y 48 h. 
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Las células fueron expuestas a los tratamientos durante 24 h, tras las cuales 

se retiró el medio y se agregaron 50 L de TCA 10% para fijar las células que 

sobrevivieron al tratamiento a la superficie de la placa. La placa se incubó durante 1 h 

a 4°C y posteriormente, se retiró y lavó al menos cuatro veces con agua destilada, 

dejándose secar toda la noche. Una vez seca la placa, se agregó a cada pozo con 

células, 50 L de Sulforrodamina B (SRB) 4% m/v en ácido acético 1% v/v durante 30 

min a temperatura ambiente. Al finalizar la tinción, la SRB se retiró y cada pozo se 

lavó mínimo cuatro veces con ácido acético 1% v/v y se dejó secar toda la noche. Al 

día siguiente, se agregaron 50 L de disolución amortiguadora Trizma base (20 mM, 

pH = 10) con el objetivo de redisolver la SRB y cuantificarla a 540 nm en un lector de 

microplacas y considerando que la concentración de SRB es proporcional a la 

cantidad de células que sobrevivieron al tratamiento. A continuación, el porcentaje de 

inhibición (I) por pozo se calculó a partir de las absorbancias correspondientes, a 

través de la siguiente ecuación: 

 

𝑰 = 𝟏𝟎𝟎 − (𝟏𝟎𝟎 ×
𝑻

𝑪
)      (Ec. 11) 

 

Donde I: % de inhibición de los pozos con tratamiento. 

T = absorbancia de los pozos con tratamiento. 

C = absorbancia de los pozos sin tratamiento. 

 

Finalmente, se construyó la curva concentración-respuesta (CR) con los 

valores promedio de tres ensayos independientes, considerando las concentraciones 

en micromolar y a través del programa Sigma-Plot de Systat. 
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5.7 Evaluación de combinaciones de compuestos 

A partir de la CI50 de los compuestos, se realizaron disoluciones 

considerando las siguientes proporciones de los compuestos (CI50 CasIII-ia : CI50 2° 

compuesto): 8:1, 4:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:4 y 1:8. Cada placa incluyó 3 réplicas para cada 

tratamiento y una curva (CR) de los compuestos involucrados en la combinación, con 

sus respectivas réplicas, sin embargo, y debido a que las concentraciones más 

diluidas (1:4 y 1:8) para cada compuesto presentaron actividad nula, estas fueron 

sustituidas por 1.33 y 1.66 veces la CI50 de los compuestos con el objetivo de tener 

efectos superiores al 50%, al interpolar los valores del efecto de las combinaciones en 

las curvas CR. Las concentraciones de los compuestos empleadas en combinación y 

para las curvas CR se incluyen en el Anexo 3. Finalmente, la evaluación de los efectos 

de las combinaciones se realizó empleando el procedimiento descrito para la 

determinación de la CI50. 

 

5.8 Evaluación de las interacciones 

A partir de los valores de los efectos obtenidos de cada combinación, se 

procedió a calcular las concentraciones de los compuestos individuales que se 

requerirían para obtener los efectos observados experimentalmente en las 

combinaciones. Este cálculo se realizó a través de la construcción de las curvas del 

efecto medio para cada uno de los compuestos, descritas por Chou y Talalay106, y a 

partir de sus respectivas CR. Los valores de los efectos obtenidas en los pozos que 

recibieron las combinaciones se interpolaron en cada una de las curvas y 

posteriormente se calculó el índice de combinación (IC), por medio de la Ecuación 6. 

El ejemplo detallado del cálculo del IC y la construcción de los isobologramas se 

encuentran en el Anexo 5. 

 

𝑰𝑪 (𝒐 𝜸) =
𝒂

𝑨
+

𝒃

𝑩
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Donde IC: índice de combinación106 / : índice interacción104 

a: concentración experimental empleada del primer compuesto de la combinación 

b: concentración experimental empleada del segundo compuesto de la combinación 

A: concentración teórica del primer compuesto interpolada en la curva CR 

B: concentración teórica del segundo compuesto interpolada en la curva CR 

 

5.9 Efecto de las combinaciones en el Plásmido PBR322 

Una vez que se identificaron las interacciones farmacológicas entre los 

compuestos y las concentraciones requeridas para cada caso, se evaluaron las 

combinaciones en el Plásmido PBR322. Este procedimiento fue realizado por la Q. 

Yeshenia Figueroa en el cubículo 05 del Laboratorio de Química Inorgánica Medicinal. 

Brevemente, 300 ng de ADN plasmídico (PBR322) se incubaron durante 30 minutos 

o 4 horas a 37° C con y sin compuestos (proporciones 1:8 – CasIII-ia:segundo 

compuesto) en un volumen final de 20 L. El efecto se determinó por electroforesis 

horizontal en 1% de agarosa, disolución amortiguadora TBE (0.5% Tris/borato/EDTA) 

y 1 g/mL de bromuro de etidio. El ADN sin compuesto fue empleado como control 

negativo y el ADN incubado con los compuestos individuales se incubaron en las 

mismas condiciones. La disolución stock de cisplatino preparada en función de la 

máxima solubilidad de éste.  
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VI. RESULTADOS 

 

6.1 Determinación de las interacciones químicas presentes en la 

combinación de los compuestos 

Con el objetivo de establecer la compatibilidad de los compuestos de las 

combinaciones y la posibilidad de administrar los compuestos en conjunto, se 

determinaron las posibles interacciones químicas a través del desplazamiento de la 

banda d-d del cobre(II) del compuesto CasIII-ia en presencia de los diferentes 

compuestos. En la Gráfica 1 se muestra el espectro de UV-vis de la mezcla de CasIII-

ia con CasII-gly. Las gráficas de los compuestos en combinación con CasIII-ia se 

muestran en el Anexo 2. 

 

Gráfica 1. Interacción química entre los compuestos CasIII-ia y CasII-gly, evaluada por 

espectrofotometría de UV-vis entre 400 y 800 nm y, a través del desplazamiento de la banda 

del cobre(II). III-ia: compuesto individual; II-gly: compuesto individual; III-ia/II-gly: disolución; 

III-ia+II-gly: suma de los espectros individuales. 
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6.2 Determinación de la concentración inhibitoria media de los 

compuestos 

Por otro lado, se determinó la concentración inhibitoria media de diferentes 

compuestos en la línea tumoral HeLa, para posteriormente emplear cantidades 

proporcionales de esta concentración, de manera que la suma de las concentraciones 

de ambos compuestos presente efectos equivalentes. En la Gráfica 2 se muestran 

las curvas CR de todos los compuestos evaluados en este trabajo en cultivos de la 

línea tumoral HeLa, mientras que en la Gráfica 3 se muestra la información 

correspondiente a la línea tumoral CHP-212. El resumen de los valores de 

concentración inhibitoria en ambas líneas y todos los tratamientos se resume en la 

Tabla 8. De los fármacos ya empleados, se seleccionó únicamente el cisplatino para 

las evaluaciones de las combinaciones en HeLa, ya que fue el único compuesto que 

alcanzó la eficacia requerida para el análisis posterior y considerando la premisa de 

que el análisis isobolográfico evalúa combinaciones en la que ambos compuestos 

sean activos. 
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Gráfica 2. Curvas CR de los compuestos evaluados a 24 horas en cultivos de la línea 

tumoral HeLa. a) Compuestos de cobre(II) Casiopeínas y en b) Fármacos antitumorales: 

OxPt, oxaliplatino: 5FU, 5-fluorouracilo; Epi, epirubicina; MitC, mitomicina C; Bleo/Fe2+, 

Bleomicina/FeSO4 1:1; Net, Netropsina; cisPt, cisplatino. Los compuestos OxPt, 5FU, 

Bleo/Fe2+ y Net se evaluaron a 24 y 48 horas. 
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Gráfica 3. Curvas CR de los compuestos evaluados a 24 horas en cultivos de la línea 

tumoral CHP-212. a) Compuestos de cobre(II) Casiopeínas y en b) Fármacos antitumorales: 

OxPt, oxaliplatino; 5FU, 5-fluorouracilo y; cisPt, cisplatino. 
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Tabla 8. Concentración inhibitoria media de los compuestos evaluados a 24 horas en 

cultivos de las líneas tumorales HeLa y CHP-212. a) Compuestos de cobre(II) Casiopeínas 

y en b) Fármacos antitumorales: OxPt, oxaliplatino: 5FU, 5-fluorouracilo; Epi, epirubicina; 

MitC, mitomicina C; Bleo/Fe2+, Bleomicina/FeSO4 1:1; Net, Netropsina; cisPt, cisplatino. Los 

compuestos OxPt, 5FU, Bleo/Fe2+ y Net se evaluaron a 24 y 48 horas. 

Compuesto 
CI50M (24 h) 

HeLa CHP-212 
Linfocitos 

SPH** 
Macrófagos 

SPH** 

CasIII-ia 41.74 ± 0.31 336.30 ± 3.8 4700 2470 

CasIII-Ea 3.22 ± 0.035 1.93 ± 0.89 3860 1830 

CasIII-La 2.83 ± 0.093 3.54 ± 0.17 35 1600 

CasIII-Ma 1.57 ± 0.042 2.24 ± 0.21 ¥ ¥ 

CasII-gly 2.56 ± 0.046 3.46 ± 0.43 1720 1140 

CasVI-gly 3.18 ± 0.163 2.25 ± 0.24 216 1600 

CasVIII-gly 1.51 ± 0.051 1.52 ± 0.29 7644 9500 

CisPt 10.90 ± 0.14 NA ¥ ¥ 

OxPt 48.6 (48 h)* NA ¥ ¥ 

5FU 111.5 (48 h)* -¥ ¥ ¥ 

Bleo/Fe2+ 1:1 NA -¥ ¥ ¥ 

Net NA NA ¥ ¥ 

MitC NA -¥ ¥ ¥ 

Epi NA -¥ ¥ ¥ 

* Máxima inhibición: ~ 50%.      NA poca o nula actividad 

¥No evaluados        ** Evaluación realizada por la Dra. Yanis Toledano52 

 

6.3 Determinación de las interacciones farmacológicas 

A partir de la determinación de las CI50, se procedió a preparar distintas 

combinaciones de los compuestos, considerando concentraciones equiefectivas de 

ambos compuestos con respecto a las respectivas CI50 de los compuestos 

involucrados en cada combinación. En la Tabla 9 se muestran los valores de las 

concentraciones empleadas, el porcentaje de inhibición obtenido para cada una, la 

concentración total de ambos compuestos, el índice de combinación IC y finalmente 

el tipo de interacción que presentó cada una de las combinaciones evaluadas en 

cultivos de la línea tumoral HeLa. 
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Tabla 9. Interacciones farmacológicas de las combinaciones de compuestos de 
cobre(II) y Cisplatino. 

 #a 
Mb % inhibición 

de la 
combinación 

Mc 
IC± DE 

Tipo de 
interacción 

ia 2° 
compuesto 

Concentración 
total 

+
 C

a
s

II
I-

E
a
 

1 37.15 0.35 54 37.50 1.396 ± 0.535 Aditiva 
2 33.39 0.64 53 34.03 1.478 ± 0.735 Aditiva 
3 27.97 1.06 56 29.03 1.319 ± 0.450 Aditiva 
4 20.87 1.61 58 22.48 1.240 ± 0.464 Aditiva 
5 13.77 2.16 66 15.93 0.820 ± 0.148 Aditiva 
6 8.35 2.58 66 10.93 0.797 ± 0.158 Aditiva 
7 4.59 2.87 75 7.46 0.527 ± 0.354 Aditiva 

+
 C

a
s

II
I-

L
a
 

1 37.15 0.31 71 37.46 0.848 ± 0.248 Aditiva 
2 33.39 0.57 68 33.96 0.968 ± 0.376 Aditiva 
3 27.97 0.93 56 28.90 1.269 ± 0.039 Sub-aditiva 
4 20.87 1.42 75 22.29 0.868 ± 0.416 Aditiva 
5 13.77 1.90 74 15.67 0.926 ± 0.518 Aditiva 
6 8.35 2.26 76 10.61 0.905 ± 0.389 Aditiva 
7 4.59 2.52 79 7.11 0.872 ± 0.332 Aditiva 

+
 C

a
s

II
I-

M
a
 1 37.15 0.17 70 37.32 0.825 ± 0.071 Super-aditiva 

2 33.39 0.31 66 33.70 0.911 ± 0.108 Aditiva 
3 27.97 0.52 66 28.49 0.890 ± 0.102 Aditiva 
4 20.87 0.79 68 21.66 0.815 ± 0.061 Super-aditiva 
5 13.77 1.05 69 14.82 0.774 ± 0.014 Super-aditiva 
6 8.35 1.26 70 9.61 0.729 ± 0.017 Super-aditiva 
7 4.59 1.40 75 5.49 0.623 ± 0.117 Super-aditiva 

+
 C

a
s

II
-g

ly
 

1 37.15 0.28 58 37.43 1.156 ± 0.046 Sub-aditiva 
2 33.39 0.51 49 33.90 1.402 ± 0.053 Sub-aditiva 
3 27.97 0.84 45 28.81 1.459 ± 0.053 Sub-aditiva 
4 20.87 1.28 42 22.15 1.444 ± 0.289 Aditiva 
5 13.77 1.72 39 15.49 1.469 ± 0.448 Aditiva 
6 8.35 2.05 42 10.40 1.239 ± 0.336 Aditiva 
7 4.59 2.28 51 6.87 0.995 ± 0.291 Aditiva 

+
 C

a
s

V
I-

g
ly

 1 37.15 0.35 62 37.50 1.078 ± 0.246 Aditiva 
2 33.39 0.64 63 34.03 1.052 ± 0.188 Aditiva 
3 27.97 1.05 63 29.02 1.065 ± 0.127 Aditiva 
4 20.87 1.59 67 22.46 0.963 ± 0.179 Aditiva 
5 13.77 2.13 71 15.90 0.864 ± 0.251 Aditiva 
6 8.35 2.54 73 10.89 0.834 ± 0.320 Aditiva 
7 4.59 2.83 77 7.42 0.712 ± 0.347 Aditiva 

+
 C

a
s

V
II

I-
g

ly
 1 37.15 0.17 76 37.32 0.702 ± 0.119 Super-aditiva 

2 33.39 0.30 76 33.69 0.700 ± 0.249 Aditiva 
3 27.97 0.50 74 28.47 0.732 ± 0.224 Aditiva 
4 20.87 0.76 74 21.63 0.739 ± 0.258 Aditiva 
5 13.77 1.02 90 14.79 0.383 ± 0.254 Super-aditiva 
6 8.35 1.22 74 9.57 0.730 ± 0.314 Aditiva 
7 4.59 1.35 93 6.94 0.309 ± 0.255 Super-aditiva 

+
 C

is
P

t 

1 37.15 1.20 54 38.35 1.251 ± 0.157 Sub-aditiva 
2 33.39 2.18 55 35.57 1.259 ± 0.597 Aditiva 
3 27.97 3.60 56 31.57 1.185 ± 0.637 Aditiva 
4 20.87 5.45 68 26.32 0.731 ± 0.308 Aditiva 
5 13.77 7.30 76 21.07 0.509 ± 0.063 Super-aditiva 
6 8.35 8.72 74 17.07 0.514 ± 0.215 Super-aditiva 
7 4.59 n9.70 77 14.29 0.436 ± 0.084  Super-aditiva 

a No. de la combinación por compuesto. b Concentración del compuesto en la combinación. c suma de las 
concentraciones empleadas en la combinación. El 2° compuesto se menciona en la primera columna de la tabla. 
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A partir de los datos de concentraciones experimentales empleadas y las 

concentraciones teóricas, se construyen los isobologramas, los cuales se muestran 

en la Gráfica 4 en su forma normalizada. 

 

Gráfica 4. Isobologramas normalizados de las combinaciones de CasIII-ia con 

las seis Casiopeínas® y cisplatino. 
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Por otro lado, se realizaron las evaluaciones de las interacciones 

farmacológicas en neuroblastoma (CHP-212) de combinaciones del compuesto 

CasIII-ia con uno de los siguientes compuestos análogos: CasIII-Ea, CasIII-La, CasIII-

Ma, CasII-gly. En la Gráfica 5 se concentran los isobologramas normalizados de las 

combinaciones y en la Tabla 10 se muestran los valores de las concentraciones 

empleadas, el porcentaje de inhibición obtenido para cada una, la concentración total 

de ambos compuestos, el IC y finalmente el tipo de interacción que presentó cada una 

de las combinaciones evaluadas en cultivos de CHP-212, 

 

Gráfica 5. Isobologramas normalizados de combinaciones de Casiopeínas® en 

cultivos de neuroblastoma (CHP-212). La línea azul corresponde a la línea de 

aditividad. La elipse naranja (0) indica las combinaciones de CasIII-ia y CasIII-Ea 

(recuadro) que presentaron interacción superaditiva. 
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Tabla 10. Interacciones farmacológicas de las combinaciones de compuestos de 
cobre(II) en CHP-212. aNo. de la combinación para cada compuesto. bConcentración del compuesto 

en la combinación. cConcentración total de los compuestos empleados en la combinación. El segundo 
compuesto se menciona en la primera columna de la tabla. 

 #a 
Mb % inhibición 

de la 
combinación 

Mc 
IC± DE 

Tipo de 
interacción 

ia 2° 
compuesto 

Concentración 
total 

+
 C

a
s

II
I-

E
a
 

1 32.30 0.21 51 32.51 1.072 ± 0.064 Aditiva  
2 29.00 0.39 46 29.39 1.162 ± 0.240 Aditiva 
3 24.30 0.64 41 24.94 1.225 ± 0.247 Aditiva 
4 18.20 0.97 42 19.17 1.136 ± 0.383 Aditiva 
5 12.00 1.29 52 13.29 0.737 ± 0.063 Superaditiva 
6 7.30 1.54 52 8.84 0.678 ± 0.087 Superaditiva 
7 4.00 1.72 57 5.72 0.537 ± 0.124 Superaditiva 

+
 C

a
s

II
I-

L
a
 

1 32.30 0.39 61 32.69 0.884 ± 0.090 Aditiva  
2 29.00 0.71 56 29.71 1.020 ± 0.071 Aditiva 
3 24.30 1.17 57 25.47 0.988 ± 0.114 Aditiva 
4 18.20 1.77 58 19.97 0.988 ± 0.106 Aditiva  
5 12.00 2.37 58 14.37 0.988 ± 0.142 Aditiva 
6 7.30 2.83 62 10.13 0.887 ± 0.157 Aditiva 
7 4.00 3.15 63 7.15 0.864 ± 0.030 Aditiva 

+
 C

a
s

II
I-

M
a
 

1 32.30 0.25 57 32.55 1.142 ± 0.157 Aditiva 
2 29.00 0.45 56 29.45 1.355 ± 0.563 Aditiva 
3 24.30 0.74 47 25.04 2.278 ± 0.413 Subaditiva 
4 18.20 1.13 38 19.33 4.169 ± 0.444 Subaditiva 
5 12.00 1.51 20 13.51 18.002 ± 8.054 Subaditiva 
6 7.30 1.80 25 9.10 14.005 ± 5.080 Subaditiva 
7 4.00 2.00 33 6.00 9.592 ± 4.827 Aditiva 

+
 C

a
s

II
-g

ly
 

1 32.30 0.39 29 32.69 2.251 ± 1.133 Aditiva 
2 29.00 0.71 26 29.71 2.323 ± 0.563 Subaditiva 
3 24.30 1.14 36 25.44 1.745 ± 0.361 Aditiva 
4 18.20 1.73 18 19.93 4.142 ± 2.299 Aditiva 
5 12.00 2.32 22 14.32 3.228 ± 1.023  Subaditiva 
6 7.30 2.77 38 10.07 1.815 ± 0.422 Subaditiva 
7 4.00 3.08 36 7.08 1.934 ± 0.204 Subaditiva 

 

6.4 Efecto de las combinaciones en el Plásmido PBR322 

Al evaluar el efecto de las combinaciones más activas en el Plásmido 

PBR322, con el objetivo de dilucidar si el efecto global observado está influido a nivel 

del daño a material genético y establecido a través de un ensayo de electroforesis. En 

la Figura 11 se muestra el gel de electroforesis de los compuestos individuales y las 

combinaciones. 
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Figura 11. Efecto de las combinaciones de compuestos en el plásmido PBR322. 1) 

PBR322: 300ng; 2) III-ia: 4.39 mM; 3) VIII-gly 1.36 mM; 4) III-Ma: 1.31 mM; 5) cisPt: 5.00 

mM; 6) III-ia: 4.39 mM/VIII-gly 1.36 mM; 7) III-ia: 4.39 mM/III-Ma: 1.31 mM; 8) III-ia: 4.39 

mM/cisPt: 5.00 Mm. 
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VII.  ANÁLISIS Y DISCUSIÓN DE 

RESULTADOS 

 

El uso de más de un fármaco para el tratamiento de enfermedades es una 

estrategia común para aumentar la probabilidad de mejorar el estado de salud de los 

pacientes, particularmente en el caso de enfermedades crónicas como lo es el cáncer. 

Entre las herramientas para evaluar la interacción de uno o más compuestos, se 

encuentran los análisis isobolográfico, fraccional y a través de la ecuación del efecto 

medio, los cuales permiten identificar combinaciones que presenten un incremento en 

la actividad o una disminución de la toxicidad de ambos, siendo ambas condiciones, 

la situación ideal. En este trabajo se evaluó la actividad del compuesto CasIII-ia, el 

cual se encuentra en el proceso de ser evaluado en Fase Clínica 1, con compuestos 

análogos más activos en cultivos de neuroblastoma, así como con los mismos 

compuestos y con el cisplatino en la línea tumoral HeLa correspondiente a estadio IV 

de adenocarcinoma cervicouterino. 

 

El compuesto CasIII-ia pertenece a una familia de compuestos de cobre(II), 

cuyos integrantes contienen en su estructura al átomo de cobre coordinado a 

fenantrolinas o bipiridinas sustituidas, así como a acetilacetonato (acac), 

aminoacidatos (aa) o salicilaldehidatos (salal). Dentro de esta familia, es común 

encontrar que la actividad de los compuestos se incrementa al menos un orden de 

magnitud cuando se tienen fenantrolinas sustituidas con grupos electrodonadores46, 

por lo que, en el grupo de trabajo, a este ligante se le conoce como el ligante primario. 

El ligante secundario (acac, aa o salal), en contraste, se tiene la hipótesis que facilita 

el ingreso de la molécula a las células45 o acceso al tumor46. Adicionalmente, en este 

tipo de compuestos es difícil separar la actividad de la toxicidad, por lo que 

consideramos que la combinación de compuestos muy activos con los menos activos 
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producirá un incremento en la actividad del compuesto con bipiridina, mientras que 

disminuya la toxicidad de los análogos con fenantrolinas. 

 

Por su parte, la elección de los fármacos ya empleados en la clínica se basó 

en la elección de compuestos que se emplearan para los tipos de cáncer evaluados, 

por lo que se realizó una búsqueda bibliográfica en las páginas del National Cancer 

Institute (NCI)113 y en el Cuadro básico y catálogo de medicamentos del Sector 

Salud114 para establecer qué compuestos están aprobados, y posteriormente 

clasificarlos de acuerdo con su mecanismo de acción. El resumen de dicha 

investigación se muestra en la Tabla 11. Para efectos del trabajo, se eligieron 

compuestos que fuesen activos en las líneas tumorales de cérvico-uterino (CU) y 

neuroblastoma (N). 

 

Tabla 11. Resumen de los compuestos en función de los mecanismos de acción 

empleadas en los principales tipos de cáncer que afectan a la población mexicana. 

 Intercalante Alquilante Antitopoisomerasa Antimitótico Antitubular Antimetabolito Hormonas Ady # 

CU  X*    X   1 

M X X X   Xd, Xi X  6 

CR X X* X   X  X 6 

P   X  X X X X 2 

CPP  X, X*   X X   2 

CNPP X  X X X X   0 

LMC      X   0 

N  X    X   0 

CU: cérvico uterino; M: mama; CR: colorrectal; P: próstata; CPP: células pequeñas de 

pulmón; CNPP: células no pequeñas de pulmón; LMC: leucemia mieloide crónica; N: 

neuroblastoma. X*: agente platinante; Xd: antimetabolito directo; Xi: antimetabolito indirecto; 

X: que obligatoriamente está presente en la combinación y; #: número de combinaciones 

reportadas en el NCI y en el cuadro básico. 
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Debido a que las interacciones farmacológicas no aditivas se presentan 

preferencialmente cuando los compuestos actúan por mecanismos de acción 

diferentes, se eligieron representantes de distintos grupos para el análisis de las 

combinaciones: 5FU (antimetabolito), bleomicina (alquilante, incremento de ROS), 

cisplatino (platinante, incremento de ROS), epirubicina (alquilante), mitomicina C 

(alquilante), oxaliplatino (platinante), netropsina (unión en el surco menor). La 

netropsina se eligió como representante de los compuestos que se unen al surco 

menor, ya que se han encontrado efectos superaditivo en presencia de tres 

Casiopeínas y la adriamicina63, un compuesto que comparte el mecanismo de acción, 

sin embargo, ningún compuesto de este tipo está aprobado para su uso como 

antineoplásico. 

 

Una vez que se ha realizado la elección de los compuestos, se debe 

considerar que, al realizar combinaciones de fármacos, el análisis de las interacciones 

puede realizarse considerando una administración simultánea o diferida. En el caso 

de que los compuestos se administren de manera simultánea, es necesario asegurar 

que los compuestos no reaccionarán entre sí, es decir que no haya interacción 

química, dado que eso implicaría que se administraría una nueva especie formada por 

ambas moléculas. Es por lo anterior que se decidió una evaluar dichas interacciones 

y así descartar la posibilidad de realizar administraciones diferidas y en cambio, partir 

de una disolución stock con ambos compuestos. En la Gráfica 1 se muestra el 

espectro de UV-visible de los compuestos CasIII-ia y CasII-gly individuales y en 

combinación. Se considera que hay una reacción si se observa un desplazamiento o 

un abatimiento de la banda d-d del cobre(II) de CasIII-ia en presencia del segundo 

compuesto. Los espectros del resto de los compuestos empleados en las 

combinaciones se encuentran en el Anexo 2. Un ejemplo de una interacción química 

se presentó en la combinación de CasIII-ia/epirubicina, ambos en concentración de 

1.9x10-4, en el cual el color de la disolución se observó violeta intenso, mientras que 

las disoluciones de los compuestos individuales tenían color azul y naranja, 

respectivamente, lo que significa que probablemente hubo una coordinación de la 
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epirubicina al cobre del compuesto CasIII-ia. El espectro de esta combinación se 

muestra en la Figura 6, el cual requería una administración diferida de los 

compuestos. A pesar de la intensidad de las absorbancias debido a la epirubicina, la 

diferencia de los espectros de absorción de la suma teórica (ia+EPI, señal amarilla) y 

el espectro experimental (ia/Epi, señal naranja) sugiere una fuerte interacción química 

entre ambos compuestos. 

 

 

Gráfica 6. Interacción química 

entre los compuestos CasIII-ia y 

epirubicina, el desplazamiento 

de la banda de la epirubicina ia: 

compuesto individual; epi: 

compuesto individual; III-ia/epi: 

disolución; III-ia+epi: suma de los 

espectros individuales. 

  

Una vez que se ha establecido qué compuestos pudieran reaccionar previo 

a su administración, se procedió a determinar las curvas de concentración-respuesta 

(CR) de las Casiopeínas®, así como de los fármacos usados en la clínica y en 

tratamientos de 24 horas. Los resultados se muestran en las Gráficas 2 para HeLa y 

3 para CHP-212 y se puede observar que los valores de CI50 coinciden con lo 

reportado previamente46: el compuesto con bipiridina (CasIII-ia) es un orden de 

magnitud menos activo que los compuestos con fenantrolina, sin embargo, todos 

presentan actividad y eficacia equivalente, por lo que todos los compuestos pueden 

ser empleados para las combinaciones, con el objetivo de disminuir las 

concentraciones para obtener el mismo efecto. 
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En el caso de los compuestos ya empleados en la clínica, únicamente el 

cisplatino, evaluado en HeLa, presentó la eficacia adecuada para su posterior análisis 

en combinación, mientras que los demás compuestos no superaron el 50 % de 

inhibición incluso hasta después de 48 horas de exposición. Debido a que los análisis 

de interacciones propuestos requieren que los compuestos sean activos, aquellos 

compuestos que resultaron no ser eficaces a las 24 ó 48 h se descartaron para el 

análisis de combinaciones, lo cual incluyó todos los fármacos evaluados en CHP-212. 

De acuerdo con la literatura, los compuestos bleomicina y 5FU presentan actividad a 

los tres días posteriores de su exposición (2.78115 y 10 M116, respectivamente) o en 

concentraciones del orden de milimolar (30 y 10 mM, respectivamente109). Por su 

parte, la mitomicina C tiene una CI50 de 30 nM a los dos días de exposición117, ya que 

es necesario que sea activada previamente por enzimas flavoreductasas23, lo que 

para el análisis de este compuesto con las Casiopeínas® se requerirá una 

administración diferida. La CI50 del oxaliplatino está reportada de 50 M119, lo cual 

coincide con lo encontrado en este trabajo (48.6 M), sin embargo, debido a la baja 

eficacia de este compuesto, el análisis de interacciones se deberá realizar de acuerdo 

con otro nivel de efecto, 30% de inhibición, por ejemplo. Con respecto a la epirubicina, 

se ha reportado su actividad antiproliferativa en HeLa a los dos días y un valor de CI50 

de 1.72 M120. El tiempo de actividad, aunado al hecho de que es necesario una 

administración diferida ya que este compuesto puede reaccionar con las 

Casiopeínas®, obliga a que se rediseñe el análisis de interacciones también para este 

compuesto. Es por todo lo anterior que para el análisis de combinaciones se eligió 

únicamente al cisplatino, en HeLa, como fármaco de referencia como un compuesto 

con un mecanismo de acción diferente al de los compuestos de cobre(II). 

 

Una vez que se establecieron los compuestos que serían evaluados en 

combinación con CasIII-ia, se propuso evaluar siete proporciones de compuestos con 

respecto a las respectivas CI50 de cada compuesto: 8:1, 4:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 

considerando la siguiente proporción: CI50 CasIII-ia:CI50 2do compuesto en la línea 

tumoral HeLa (Casiopeínas® y cisplatino) y CHP-212 (Casiopeínas®). En el caso de 
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los métodos de evaluación de fármacos, éstos permiten identificar aquellas 

combinaciones de compuestos que puedan presentar un incremento o disminución 

del efecto, en comparación con aquellas que presenten interacciones “indiferentes” a 

la presencia de ambos fármacos, es decir, que presenten interacciones aditivas. 

Particularmente, en el caso del análisis isobolográfico, éste se fundamenta en elegir 

concentraciones de compuestos que ejerzan el mismo nivel de efecto, por ejemplo, 

combinaciones que proporcionen la actividad evaluada en la mitad de la población, 

aunque el nivel puede ser a cualquier porcentaje. A su vez, se puede emplear el 

análisis fraccional, el cual consiste en evaluar combinaciones cuyas concentraciones 

se mantengan relacionadas con respecto a un valor constante. Por otro lado, también 

se puede emplear la determinación de índice de combinación (IC) a través de la 

interpolación de los efectos de la combinación en las ecuaciones del efecto medio, 

propuestas por Chou102. En este trabajo, se decidió la evaluación de compuestos 

combinados considerando concentraciones equiefectivas, pero en relaciones no 

constantes. Asimismo, se empleó la ecuación del efecto medio para calcular las 

concentraciones de los compuestos requeridas de los compuestos individuales para 

obtener el efecto observado de la combinación y contrastarlo con el valor 

experimental. A medida que el cociente de a/A o b/B disminuye, implica que se requirió 

una menor concentración de alguno de los compuestos (a, b) con respecto a lo 

esperado individualmente (A, B) para obtener el mismo efecto. La suma de ambos 

cocientes corresponde al valor de IC, de ahí que a medida que este valor se aproxima 

a cero, se considera una interacción superaditiva y subaditiva, a medida que ese valor 

se incrementa.  

 

En el presente trabajo se evaluaron siete combinaciones de seis compuestos 

análogos y en un orden de magnitud más activos que CasIII-ia con el objetivo de 

disminuir la cantidad requerida para obtener el mismo efecto. Se encontró que los 

compuestos de cobre coordinados a fenantrolinas tetrametiladas en combinación con 

la CasIII-ia presentaban principalmente interacciones superaditivas, es decir, se 

requirió una menor cantidad de ambos compuestos para alcanzar un efecto superior. 
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Las seis Casiopeínas® contenían fenantrolinas di o tetrametiladas, sin embargo, aquel 

compuesto que adicional tenía una molécula de glicinato fue la que presentó la mayor 

actividad, con un 90% de inhibición encontrada en la combinación CasIII-ia:CasVIII-

gly 1:8 y concentración total de 5.94 M logrando bajar la concentración de CasIII-ia 

desde 41.74 M y obteniéndose a su vez, un incremento significativo en el porcentaje 

de inhibición, considerando que se esperaba 50%. 

 

Al evaluar las interacciones de los compuestos dimetilados, aquellos que 

tenían los grupos metilo en las posiciones “4,7”, presentaron preferentemente 

interacciones aditivas con tendencia a subaditividad (CasIII-Ea, CasII-gly Tabla 9, 

Gráfica 4), mientras que en el caso de los compuestos con fenantrolinas dimetiladas 

en las posiciones “5,6” (CasIII-La y CasVI-gly) presentaron casi en su totalidad 

interacciones casi aditivas. En el caso de las interacciones superaditivas, estas 

pueden ser a su vez benéficas si es que la toxicidad de los compuestos no se 

incrementa significativamente al igual que lo observado en la actividad, por lo que no 

deben descartarse por completo. Por su parte, lo mismo puede decirse de las 

interacciones aditivas, en las cuales el efecto se conservó y se logró disminuir las 

concentraciones de los compuestos involucrados. 

 

Asimismo, se realizó un estudio de paralelismo de las curvas CR de todos 

los compuestos evaluados en los cultivos de HeLa (Anexo 4). Este estudio determina 

si las pendientes de los compuestos comparten la misma pendiente lo cual sugeriría 

que los compuestos actúan por los mismos mecanismos y, para el caso del análisis 

isobolográfico es un requisito indispensable para obtener isobologramas lineales. En 

este caso, los únicos que cumplieron parcialmente con este requisito fueron el 

compuesto CasIII-ia y el cisplatino. Sin embargo, al trabajar con los isobologramas 

normalizados, la falta de paralelismo de las rectas no impide el análisis de las 

combinaciones a través de la ecuación del efecto medio. 
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Por otro lado, se evaluó el cisplatino en combinación con CasIII-ia, como un 

compuesto que actúa a través de un mecanismo de acción distinto al de los análogos, 

ya que éste platina al ADN en el N7 de la guanina121,122, mientras que la CasIII-ia 

puede actuar a través de la generación de especies reactivas56,63 o interactuar con los 

grupos fosfato previo a su intercalación67,68,123. Los resultados observados en células 

pueden atribuirse a la suma de los efectos concomitantes de los compuestos con 

respecto a la interacción con el ADN124, incremento de ERO’s63, disminución de 

glutatión60,61 a diferentes tiempos y considerando la diferencia en lipofilia de las 

moléculas9 sin embargo, será necesario realizar estudios cinéticos con las 

combinaciones para comprobar dichas hipótesis. Asimismo, blancos y mecanismos 

de acción similar han sido propuestos para otros compuestos de cobre en diversas 

líneas celulares124-126. Con respecto a las combinaciones con cisplatino, las 

diferencias en las concentraciones empleadas podrían modular el tipo de interacción 

farmacológica observada, siendo la interacción simultánea de los compuestos con el 

ADN la causa del efecto subaditivo, mientras que el incremento de las ERO’s en la 

mitocondria por el cisplatino y la disminución de los niveles de glutatión por CasIII-ia 

podría tener una mayor participación en el efecto total encontrado. Esto coincide con 

lo observado al evaluar ADN plasmídico expuesto a una combinación de CasIII-

ia:Cisplatino 1:8 a treinta minutos y una hora, en la cual, a la media hora de exposición, 

el compuesto CasIII-ia disminuye el daño del cisplatino al administrarse en conjunto128. 

 

Adicionalmente, al comparar el IC de cada compuesto con respecto al 

incremento de la fracción del compuesto más activo en cada combinación, se encontró 

que el carácter superaditivo de la combinación (menor valor de IC) tendía a 

incrementarse conforme el compuesto más activo predominaba, como se muestra en 

la Gráfica 7. 
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Gráfica 7. Índice de combinación (IC) de las combinaciones de CasIII-ia y seis 

Casiopeínas® o cisplatino.  El número inferior a la gráfica representa la fracción de cada 

compuesto en la combinación: CI50 CasIII-ia : CI50 Segundo compuesto. 1.- 0.89:0.11; 2.- 

0.80:0.20; 3.- 0.67:0.33; 4.- 0.50:0.50; 5.- 0.33:0.67; 6.- 0.20:0.80; 7.- 0.11:0.89. Como 

referencia: IC<1, superaditividad; IC=1, aditividad; IC>1, subaditividad. 

 

Con respecto a la evaluación de las interacciones en los cultivos de células 

de neuroblastoma, se observó que sólo uno de los compuestos presentó tres 

combinaciones superaditivas “de moderada a leve”, de acuerdo con las Tablas 4 y 10 

y la Gráfica 5, coincidiendo con lo visto anteriormente: el carácter superaditivo se 

incrementó conforme el compuesto CasIII-Ea predominaba en la combinación. Las 

combinaciones con los compuestos CasIII-La y CasII-gly, igual que lo observado en 

los cultivos de HeLa, presentaron el mismo tipo de interacción: una interacción casi 

aditiva y subaditiva, respectivamente; mientras que el compuesto CasIII-Ma, en 

contraste con lo observado previamente, mostró una interacción fuertemente 

subaditiva, el cual a su vez se incrementaba conforme el compuesto más activo estaba 

más concentrado. Estos resultados apoyan el hecho de lo complicado del tratamiento 

del neuroblastoma, en la cual, los compuestos son muy limitados como se indica en 

la Tabla 11. 

 

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

CasIII-Ea CasIII-La                  CasIII-Ma                CasII-gly CasVI-gly CasVIII-gly Cisplatin

1  2  3  4  5  6  7 1  2  3  4  5  6  7 1  2  3  4  5  6  7 1  2  3  4  5  6  7 1  2  3  4  5  6  7 1  2  3  4  5  6  7 1  2  3  4  5  6  7
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Al evaluar el daño al ADN de las combinaciones particularmente aquellas 

con fenantrolinas tetrametiladas (CasVIII-gly y CasIII-Ma) y cisplatino, a través del 

plásmido PBR322 expuesto durante 30 min y 4 horas y en proporciones 1:8 (CasIII-

ia:2° compuesto). Se observó que la exposición de las combinaciones de compuestos 

durante 30 min aparentemente es superior con respecto al de los compuestos 

individuales, evidenciado como una disminución de la banda de ADN superenrollado 

y un incremento en la banda de ADN enrollado. En el caso de la combinación de 

CasIII-ia/cisPt hay una disminución del efecto platinante del cisPt en presencia de 

CasIII-ia, lo cual se observa al comparar el desplazamiento de la banda 

superenrollada, siendo mayor este desplazamiento cuando no está presente el 

compuesto de cobre(II). A las 4 horas, el cisplatino ha degradado por completo al ADN, 

ya sea en presencia y ausencia de CasIII-ia, mientras que en el caso de las 

combinaciones de compuestos de cobre(II), se observa un daño inverso entre ambas: 

CasIII-ia/CasVIII-gly incrementa ligeramente el daño, mientras que la combinación 

CasIII-ia/CasIII-Ma disminuye la pérdida del ADN superenrollado. 

  

Por otro lado, durante el tratamiento de enfermedades crónico-

degenerativas, es común que los pacientes presenten recaída de la enfermedad o que 

los tumores desarrollen resistencia a los compuestos93, por lo que una de las 

estrategias consiste en emplear terapias combinadas, las cuales pueden involucrar 

más de un compuesto simultáneamente o en combinación con terapias de distinta 

naturaleza, como la cirugía o la radioterapia. Sin embargo, generalmente la presencia 

de sinergia y aditividad se lleva a cabo de manera empírica y cualitativa, considerando 

esquemas de resistencia cruzada, traslape de actividades y mecanismos de acción, 

mientras que los efectos antagónicos son descartados del análisis posterior24. Por otro 

lado, las evaluaciones de interacciones farmacológicas de una mezcla de compuestos 

suelen llevarse a cabo durante los estudios de fases clínicas, lo cual, de realizarse 

desde las fases preclínicas del desarrollo de un medicamento, disminuiría 

significativamente los costos generados. Con la combinación de Casiopeínas® se 

pretende establecer una combinación óptima de compuestos de coordinación de 
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cobre que permita incrementar la potencia de CasIII-ia, sin incrementar la toxicidad 

del compuesto que la acompañe, a través de un estudio cuantitativo como es el 

análisis isobolográfico, el cual es uno de los métodos más empleados para la 

evaluación de dos o más compuestos, siendo el cisplatino y sus derivados, una de las 

opciones que por excelencia se emplean en combinaciones (Tabla 11)113, sin 

embargo, el uso de este método para el análisis de combinaciones in vitro y para 

cáncer es reciente. En este sentido, se han reportado estudios in vitro en los últimos 

3 años de combinaciones de compuestos con platino y cisplatino129, deguelina y 

cisplatino130, inhibidores de histona-deacetilasa y cisplatino131-133, cisplatino y 

tetandrina134, cisplatino y bromelaína (ecuación del efecto medio)135 en diversas líneas 

tumorales, y en fase clínica, la combinación de docetaxel y carboplatino136 es un 

ejemplo, sin embargo, y debido a que este análisis requiere que los compuestos 

involucrados en la combinación presenten curvas CR paralelas y considerando que 

los mecanismos de acción son mutuamente excluyentes, uno se puede apoyar de 

otros análisis como la ecuación del efecto medio el cual no se ve limitado por la 

exclusividad de los mecanismos de acción y lo cual se ve reflejado en este trabajo, en 

el cual, a pesar de que el único compuesto que comparte similitud en la pendiente con 

la curva del compuesto CasIII-ia, se pudieron observar interacciones super y 

subaditivas. 
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CAPÍTULO VIII.  

Conclusiones 
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VIII.  CONCLUSIONES 

Se evaluaron combinaciones de un compuesto de cobre(II) con análogos 

más activos o con cisplatino, siendo las interacciones (aditiva, superaditiva y 

subaditiva) evaluadas a través de análisis fraccional, isobolográfico y de la ecuación 

del efecto medio y se encontraron combinaciones de compuestos que superaron el 

efecto esperado del 50% mientras disminuyeron significativamente la concentración 

de compuesto a emplear, particularmente del compuesto CasIII-ia. De acuerdo a los 

resultados obtenidos, los compuestos de cobre(II) que contienen en su estructura 

fenantrolinas tetrametiladas presentaron los mejores resultados en cultivos de células 

de adenocarcinoma de cérvico-uterino en los cuales se encontró una combinación que 

alcanzó el 90% de inhibición de la proliferación, empleando 4.59 y 1.35 M de CaIII-

ia y CasVIII-gly. Al interpolar de sus respectivas gráficas, se hubiese requerido >100 

y 4.8 M, respectivamente y para obtener el mismo efecto de manera individual. En el 

caso de la combinción de CasIII-ia con cisplatino, se observó que se obtuvieron las 

tres interacciones las cuales resultaron dependientes de la concentración del 

cisplatino en la combinación, siendo la máxima inhibición de ~70% para una 

concentración de 4.59 y 9.70 M de CasIII-ia y cisplatino, respectivamente con 

respecto a 64.4 y 27.4 M. 

 

Los resultados, a su vez, así como lo observado en el daño a ADN 

plasmídico, sugieren un daño diferencial por parte de los compuestos de cobre (II), sin 

embargo, al extrapolar estos resultados a un esquema in vivo, el esquema de 

dosificación, la farmacocinética y farmacodinamia de los compuestos deberá ser 

considerada para así determinar si la toxicidad de la combinación se ve disminuida 

con respecto a la de los compuestos individuales. Finalmente, considerando los 

compuestos que presentaron interacciones super y subaditivas, sería interesante 

evaluar a nivel bioquímico el comportamiento de los compuestos, ya que podrían 

evidenciar nuevas consideraciones con respecto al mecanismo de acción. 
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X. ANEXOS 

ANEXO 1 

Características fisicoquímicas de los compuestos de la Series A y B 

 

Serie A: Casiopeínas®2,3 

 

i. Nitrato de 4,4’-dimetil-2,2’-bipridina acetilacetonato cobre(II) monohidratado 

(Casiopeína III-ia o CasIII-ia). Rendimiento: 90%. Análisis elemental calculado 

para CuC17H17N3O5·H2O: (PM = 426.92 g/mol): C, 47.83; N, 9.84; H, 4.96%. 

Experimental: C, 47.48; N, 9.97; H, 5.07%. IR (KBr,/cm-1): 1616.14, 1587.2, 

1525.5, 1490.8, 1384.7 (NO3
-), 730.9.eff = 1.80 BM. (1 mM disolución etanólica 

a 298 K) = 40.23 S. 

ii. Nitrato de 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina acetilacetonato cobre(II) monohidratado 

(Casiopeína III-Ea o CasIII-Ea) Rendimiento: 86%. Análisis elemental calculado 

para CuC19H19N3O5·H2O (PM = 450.94 g/mol): C, 50.61; N, 9.32; H, 4.69. 

Experimental: C, 50.23; N, 9.30; H, 4.55%. IR (KBr,/cm-1): 1622.2, 1577.6, 

1521.6, 1425.2, 1384.7 (NO3
-) 869.8, 725.1.eff = 1.80 BM.  (1 mM disolución 

etanólica 298 K) = 38.48S. 

iii. Nitrato de 5,6-dimetil-1,10-fenantrolina acetilacetonato cobre(II) dihidratado 

(Casiopeína III-La o CasIII-La). Rendimiento: 92%. Análisis elemental calculado 

para CuC19H19N3O5·2H2O (PM = 468.08 g/mol): C, 48.66; N, 8.96; H, 4.94%. 

                                                             
2Bravo-Gómez ME et al.Antineoplastic Evaluation of Two Mixed Chelate Copper Complexes (Casiopeínas®) in 

HCT-15 Xenograft Model. J Mex Chem Soc 2013; 57(3): 205–211. 
3Bravo-Gómez ME et al. DNA-binding mode of antitumoral copper compounds (Casiopeinas®) and analysis of its 

biological meaning. Polyhedron 2015; 102: 530–538. doi:10.1016/j.poly.2015.10.034. 
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Found: C, 48.53; N, 9.15; H, 4.99%. IR (KBr,/cm-1): 3483, 3070, 1606, 1581, 

1517, 1384 (NO3
-), 1431, 817, 730. eff = 1.82 BM. (1 mM disolución etanólica a 

298 K) = 38.9 S. 

iv. Nitrato de 3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina acetilacetonato cobre(II) 

monohidratado (Casiopeína III-Ma o CasIII-Ma). Rendimiento: 85%. Análisis 

elemental calculado para CuC21H23N3O5·H2O (PM = 478.98 g/mol): C, 52.66; N, 

8.77; H, 5.26. Experimental: C, 52.77; N, 9.11; H, 5.18%. IR (KBr,/cm-1): 3338, 

1618, 1583, 1519, 1431,1384 (NO3
-), 833, 727.eff = 1.76 BM(1 mM disolución 

etanólica a 298 K) = 37.32S. 

v. Nitrato de 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina glicinato cobre(II) dihidratado (Casiopeína 

II-gly o CasII-gly) Rendimiento: 89%. Análisis elemental calculado para 

CuC16H15N4O5·2H2O (PM = 443.9 g/mol): C, 43.29; N, 12.62; H, 4.54. 

Experimental: C, 43.53; N, 12.61; H, 4.70%. IR (KBr,/cm-1): 3305, 3253, 2945, 

1600, 1579, 1383 (NO3
-), 1430, 871, 726. eff = 1.76 BM.(1 mM disolución 

etanólica a 298 K) = 38.8 S. 

vi. Nitrato de 5,6-dimetil-1,10-fenantrolina glicinato cobre(II) monohidratado 

(Casiopeína VI-gly o CasVI-gly). Rendimiento: 89%. Análisis elemental calculado 

para CuC16H16N4O5·H2O (PM = 425.88 g/mol): C, 45.12; N, 13.16; H, 4.26%. 

Experimental: C, 45.55; N, 13.22.; H, 4.19%. IR (KBr,/cm-1): 3421, 3261, 2923, 

1632, 1525, 1385 (NO3
-), 1430, 822, 730. eff = 1.71 BM. (1 mM disolución 

metanólica a 298 K) = 76.1 S. 

vii. Nitrato de acua 3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina glicinato cobre(II) 

monohidratado (Casiopeína VIII-gly o CasVIII-gly). Rendimiento: 83%. Análisis 
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elemental calculado para CuC18H20N4O5·H2O (PM = 453.94 g/mol): C, 47.63; N, 

12.34; H, 4.88%. Experimental: C, 46.97; N, 12.67; H, 4.84%. IR (KBr,/cm-1): 

3395, 3300, 2937, 1620, 1533, 1385 (NO3
-), 1434, 896, 726. eff = 1.78 BM. (1 

mM disolución metanólica a 298 K) = 79.2 S. 

 

 

Serie B: Fármacos antitumorales. 

 

i. 5-Fluorouracilo4 

C4H3N2FO2; CAS#: 51-21-8; PM: 130.08 g/mol; Parcialmente soluble en agua, 

soluble en metanol e insoluble en dietiléter4. CI50: 10 M, (HeLa, 3 días).5Toxicidad 

oral: DL50 = 115 mg/kg (ratón) 4. 

 

El 5-fluorouracilo (5FU) es un compuesto orgánico aromático análogo al 

uracilo, excepto que contiene un átomo de flúor en la posición 5. Su mecanismo de 

acción consiste en la interferencia con el metabolismo de los nucleósidos, el cual 

puede ser incorporado al ADN y al ARN y producir así citotoxicidad y posterior muerte 

celular. El 5-fluorouracilo debe ser biotransformado a fluorodeoxouridinamonofosfato 

(FdUMP), el cual se une de forma covalente al sitio activo de la enzima timidilato 

sintetasa, inhibiendo la producción de deoxitimidinamonofosfato (dTMP), un 

metabolito esencial para la replicación y reparación del DNA, por lo que la disminución 

de su concentración causa toxicidad. La resistencia a este compuesto se ha propuesto 

se deba a diversas causas, entre las que se encuentran: alteración de los flujos de 

                                                             
4 Ficha de seguridad del 5-fluororacilo. Revisada en 

http://www.sciencelab.com/msds.php?msdsId=9924082, el día 09 de mayo de 2017.  
5Fried, J., Perez, A.G., Doblin, J.M., Clarkson B.D. Cytotoxic and CytokineticEffects of Thymidine, 5-

Fluorouracil, and Culture, CancerResearch (1981) 41, 2627-2632  

http://www.sciencelab.com/msds.php?msdsId=9924082
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salida o ingreso, incremento en la inactivación del fármaco, mutación del blanco 

molecular y sobreexpresión de proteínas de la familia de BcL-2.6 

 

El 5FU se emplea principalmente para el tratamiento paliativo de cáncer de 

mama, colorrectal, gástrico y pancreático y puede emplearse sólo o en combinación.  

En la Tabla 12 se resumen las combinaciones de este compuesto que actualmente 

están aprobadas para su uso en la clínica7. 

 

Tabla 12. Combinaciones de fármacos en combinación con 5-fluorouracilo. 

Tipo de 
cáncer 

Fármacos en combinación (clave de la combinación) 

Mama 

Ciclofosfamida/adriamicina/fluorouracilo (CAF) 

Ciclofosfamida/metotrexato/fluorouracilo (CMF) 

Fluorouracilo/epirubicina/ciclofosfamida (FEC) 

Colon/Recto 

Leucovorina/fluorouracilo/irinotecan (FOLFIRI) 

Leucovorina/fluorouracilo/irinotecan/bevacizumab (FOLFIRI-

BEVACIZUMAB) 

Leucovorina/fluorouracilo/irinotecan/cetuximab (FOLFIRI-

CETUXIMAB) 

Leucovorina/fluorouracilo/oxaliplatino (FOLFOX) 

Fluorouracilo/leucovorina (FU-LV) 

Páncreas 
Leucovorina/fluorouracilo/irinotecan/oxaliplatino (FOLFIRINOX) 

Oxaliplatino/fluorouracilo/leucovorina (OFF) 

Estómago Fluorouracilo/leucovorina (FU-LV) 

Cuello/Cabeza Docetaxel/cisplatino/fluorouracilo 

                                                             
6Ning Zhang, Ying Yin, Sheng-JieXu and Wei-Shan Chen, 5-Fluorouracil: Mechanisms of Resistance 

and ReversalStrategies, Molecules (2008) 13:1551-1569; DOI: 10.3390/molecules13081551. 
7 Combinaciones aprobadas para el cáncer. Revisado en NCI https://www.cancer.gov/about-

cancer/treatment/drugs/ el día 9 de mayo de 2017. 

https://www.cancer.gov/about-cancer/treatment/drugs/
https://www.cancer.gov/about-cancer/treatment/drugs/


107 
 

Con respecto a sus efectos adversos, principalmente se asocian desórdenes 

a nivel del SNC, del cual se ha reportado que los pacientes tratados con este fármaco 

presentan confusión y deterioro de la memoria, probablemente debido a cambios 

bioquímicos y estructurales, así como inducción de la apoptosis y depresión de la 

proliferación en las regiones neurogénicas en el cerebro.8Asimismo, se le asocia con 

los siguientes efectos adversos: Anomalías isquémicas en el ECG, angina de pecho 

(como dolor torácico); mielodepresión, neutrocitopenia, trombocitopenia, 

leucocitopenia, agranulocitosis, anemia, pancitopenia; mucositis (estomatitis, 

esofagitis, faringitis, proctitis), anorexia, diarrea acuosa, náuseas, vómitos; alopecia, 

síndrome de eritrodisestesia palmo-plantar; hiperuricemia; retraso en la cicatrización 

de heridas, epistaxis, fatiga, debilidad general, cansancio y falta de energía; 

broncoespasmo e inmunodepresión con un mayor riesgo de infección9. 

 

ii. Bleomicina, Sulfato de10,11 

C55H84N17O21S3▪H2SO4; CAS#: 9041-93-4; PM: 1513.62 g/mol; Solubilidad en 

agua: 100 mg/mL, PBS (pH=7.2): ~10 mg/mL, DMSO: ~13 mg/mL y DMF: ~2 

mg/mL. Temperatura de almacenamiento: -20 °C10,11; CI50: 4.21 mg/mL12 (2.78 M 

HeLa, 3 días); DL50: 86 mg/kg (s.c. rata); DL50: 240 mg/kg (i.p. rata)11. 

 

Las bleomicinas consisten en una familia antibióticos antitumorales 

glicopeptídicos con aproximadamente 200 compuestos caracterizadas por la 

                                                             
8Wigmore, P.M., Mustafa, S., El-Beltagy, M., Lyons, L., Umka, J., Bennett, .G., Advances in 

Experimental Medicine and Biology (2010) 678:157-164. 
9Fluorouracilo, Vademecum, revisado en http://www.vademecum.es/principios-activos-fluorouracilo-

l01bc02 el día 09 de mayo de 2017. 
10 Hoja de seguridad del Sulfato de bleomicina, revisada en 

https://www.caymanchem.com/msdss/13877m.pdf, el día 09 de mayo de 2017.  
11Reinert, T., Da Rocha B.C.S., Pereira N.F.A, de Souza S.A.A, Journal of Cancer Research (2013) 

http://dx.doi.org/10.1155/2013/480608 
12ZoltánUjhelyi, Azin Kalantari, MiklósVecsernyés, EszterRóka, Ferenc Fenyvesi, Róbert Póka, 

BenceKozma, IldikóBácskay, The enhanced inhibitory effect of different antitumor agents in self-
micro-emulsifying drug delivery systems on human cervical cancer HeLa cells, Molecules(2015) 
20:13226-13239; doi:10.3390/molecules200713226 

http://www.vademecum.es/principios-activos-fluorouracilo-l01bc02
http://www.vademecum.es/principios-activos-fluorouracilo-l01bc02
https://www.caymanchem.com/msdss/13877m.pdf
http://dx.doi.org/10.1155/2013/480608
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presencia de un hexapéptido unido a un disacárido y a una amina terminal. A su vez, 

contiene en su estructura una región de unión a ADN y otra región de unión a hierro, 

el cual es un cofactor esencial para la generación de radicales libres y la actividad 

citotóxica de la bleomicina, el cual se coordina con el Fe2+ y oxidándolo a Fe3+ a través 

de la reducción del oxígeno. Los radicales libres generados producen rupturas en una 

y dos hebras del ADN, lo cual ocasiona la posterior muerte celular. Asimismo, las 

bleomicinas promueven la degradación oxidativa del RNA celular. Los efectos de la 

bleomicina son específicos a las fases G2 y M del ciclo celular11. 

 

Actualmente, se emplean para el tratamiento de diversos tipos de cáncer 

como carcinomas de células escamosas, tumores testiculares, linfomas Hodgkin y no 

Hodgkin, de la vejiga, tiroides, esofágico y de la laringe. Es de resaltar que la 

bleomicina es el único fármaco aprobado para el tratamiento de cáncer de pene y de 

vulva13. Esta familia tiene la capacidad de acomodarse en el surco menor y 

posteriormente producir rupturas en una o las dos hebras del ADN a través de la 

oxidación de la deoxirribosa en presencia de oxígeno y un metal con actividad redox. 

 

Tras la administración intravenosa de la bleomicina, existe una desaparición 

bifásica de la circulación. La vida media del compuesto en pacientes con función renal 

normal es de 3 h. La bleomicina se inactiva rápidamente en tejidos, especialmente en 

el hígado y riñones a través de la enzima bleomicina hidrolasa (BH). Su eliminación 

se lleva a cabo principalmente en riñones, de la cual entre el 50-70% de ésta se 

elimina sin metabolizarse. El cisplatino disminuye la eliminación renal de la bleomicina, 

lo cual puede provocar un incremento en su toxicidad. Los efectos tóxicos de esta 

familia de compuestos incluyen principalmente aquellos asociados a los pulmones y 

la piel, en los cuales se encuentra la menor cantidad de la enzima BH y, como son 

eritemas, hiperpigmentación, estrías, vesiculación, descamación y engrosamiento; 

dichos efectos surgen posterior a las tres semanas de la administración, aunque 

                                                             
13Fármacos aprobados para el cáncer. Revisado en NCI https://www.cancer.gov/about-

cancer/treatment/drugs/ el día 9 de mayo de 2017. 

https://www.cancer.gov/about-cancer/treatment/drugs/
https://www.cancer.gov/about-cancer/treatment/drugs/
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alopecia, estomatitis y eventos vasculares también pueden ocurrir, sin embargo, la 

mayor limitante en su uso se debe generalmente, a toxicidad pulmonar13. 

 

En la Tabla 13 se resumen las combinaciones de este compuesto que 

actualmente están aprobadas para su uso en la clínica14. 

 

Tabla 13. Combinaciones de fármacos en combinación con bleomicina. 

Tipo de 
cáncer 

Fármacos en combinación (clave de la combinación) 

Linfoma de 

Hodgkin 

Adriamicina/bleomicina/vinblastina/dacarbazina (ABVD) 

Adriamicina/bleomicina/vincristina/etopósido (ABVE) 

Adriamicina/bleomicina/vincristina/etopósido/prednisona/ciclofosfamida 

(ABVE-PC) 

Bleomicina/etopósido/adriamicina/ciclofosfamida/vincristina/procarbazina/ 

prednisona (BEACOPP) 

Ciclofosfamida/vincristina/prednisona/procarbazina/adriamicina/bleomicina/

vinblastina (COPP-ABV) 

Mecloretamina/adriamicina/vinblastina/vincristina/bleomicina/etopósido/ 

prednisona (STANFORD V) 

Linfoma de 

No-Hodgkin 
-* 

Pene - 

Cervico-
uterino 

-* 

Cuello/ 
Cabeza 

-* 

Vulva - 

Testicular 
Bleomicina/etopósido/cisplatino (BEP) 
Carboplatino/etopósido/bleomicina (JEB) 
Cisplatino/etopósido/bleomicina (PEB) 

* Existen combinaciones, pero ninguna incluye bleomicina. 

                                                             
14 Combinaciones aprobadas para el cáncer. Revisado en NCI https://www.cancer.gov/about-

cancer/treatment/drugs/ el día 9 de mayo de 2017. 

https://www.cancer.gov/about-cancer/treatment/drugs/
https://www.cancer.gov/about-cancer/treatment/drugs/
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iii. Cis-diaminodicloroplatino(II), cisplatino15,16 

H6Cl2N2Pt; CAS# 15663-27-1; PM: 300.04 g/mol; Muy poco soluble en agua; 

Estable en disolución acuosa por máximo 30 min15. CI50: 5.5 M (HeLa)17, 226.7 

M (CHP-212). DL50: 25.8 mg/kg (oral, rata), DL50: 25.8 mg/kg (oral, ratón)16. 

 

 El cisplatino es uno de los compuestos más potentes que se emplea en la 

actualidad y desde su descubrimiento como potencial quimioterapéutico en 1965 por 

Rosenberg. Consiste en un átomo de Pt(II) coordinado a dos aminas y dos cloros que 

se encuentran posición cis, siendo el único quimioterapéutico puramente inorgánico y 

parteaguas del uso de metales para el tratamiento de enfermedades. Su mecanismo 

de acción se basa principalmente en la formación de aductos bifuncionales con el 

ADN, sin embargo, también se ha reportado un incremento en la concentración de 

especies reactivas de oxígeno, las cuales son dependientes de la concentración y el 

tiempo de exposición al cisplatino; sustitución del Zn en los dominios de los dedos de 

zinc, o disminución de los niveles de glutatión reducido. 

 

En la clínica, los compuestos de platino se emplean generalmente como 

terapia adyuvante para un amplio espectro de tumores, dentro del que se encuentran: 

testicular, ovario, vejiga, cuello y cabeza, esofágico, pulmón (células pequeñas y no 

pequeñas), mama, cérvico-uterino, estómago y de próstata. Las combinaciones que 

se han evaluado con cisplatino se muestran en la Tabla 1418.  

 

                                                             
15 Hoja de seguridad del cisplatino, revisada en 

http://www.sciencelab.com/msds.php?msdsId=9923492, el día 11 de mayo de 2017. 
16Florea, A.M., Büsselberg, D., Cisplatin as anti-tumor drug: Cellular mechanisms of drug activity, 

resistance and induced-side effects. Cancers (2011) 3, 1351-1371; doi:10.3390/cancers3011351. 
17Bravo-Gómez ME et al.Antiproliferative activity and QSAR study of copper(II) mixed chelate [Cu(N-

N)(acetylacetonato)]NO3 and [Cu(N-N)(glycinato)]NO3 complexes, (Casiopeínas®). J Inorg Biochem 
2009; 103(2): 299–309. 

18 Combinaciones aprobadas para el cáncer. Revisado en NCI https://www.cancer.gov/about-
cancer/treatment/drugs/ el día 11 de mayo de 2017. 

http://www.sciencelab.com/msds.php?msdsId=9923492
https://www.cancer.gov/about-cancer/treatment/drugs/
https://www.cancer.gov/about-cancer/treatment/drugs/
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Tabla 14. Combinaciones de fármacos en combinación con cisplatino. 

Tipo de 
cáncer 

Fármacos en combinación (clave de la combinación) 

Testicular 
Bleomicina/etopósido/cisplatino (BEP) 
Carboplatino/etopósido/bleomicina (JEB) 
Cisplatino/etopósido/bleomicina (PEB) 

Ovario Bleomicina/etopósido/cisplatino (BEP) 
Gemcitabina/cisplatino 

Vejiga Gemcitabina/cisplatino 

Cuello/ 
Cabeza 

Docetaxel/cisplatino/fluorouracilo (TPF) 

Esofágico -* 

Pulmón Gemcitabina/cisplatino 

Páncreas Gemcitabina/cisplatino 

Mama -* 

Estómago Docetaxel/cisplatino/fluorouracilo (TPF) 

Próstata -* 

* Existen combinaciones, pero ninguna incluye cisplatino. 

 

Como se mencionó anteriormente, el cisplatino es uno de los mejores 

quimioterapéuticos existentes, sin embargo, a su vez ha promovido la búsqueda de 

nuevas moléculas debido a que las células tumorales han desarrollado resistencia a 

este compuesto y los severos efectos adversos que se presentan en los pacientes. 

Dentro de los mecanismos de resistencia se encuentran: disminución de la 

acumulación intracelular y un incremento en flujo de salida del compuesto, inactivación 

debido a un incremento de tioles endógenos, alteraciones del objetivo, reparación del 

daño causado y evasión de la apoptosis. 

 

Por otro lado, entre los efectos adversos se encuentran principalmente 

nefrotoxicidad, inmunodepresión, neurotoxicidad, cardiotoxicidad y ototoxicidad16. 
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iv. Epirubicina19,20 

C27H29NO11▪HCl; CAS#: 56390-09-1; PM: 579.98; Solubilidad en agua: 1mg/mL19;  CI50: 

1g/mL (1.72 M; HeLa, 2 días)21; DL50: 1350 mg/kg (oral, rata)20. 

 

La epirubicina es un epímero de la doxorrubicina (adriamicina) con respecto 

a la posición del hidroxilo de la posición 4’ del anillo de daunosamina. La epirubicina 

pertenece al grupo de los antibioticos antineoplásicos y su mecanismo de acción se 

lleva a cabo a través de la intercalación con el ADN, inhibición de la consiste en la 

intercalación de  la actividad de la enzima topoisomerasa II, generación de radicales 

libres de oxígeno y del propio compuesto, con consecuente interferencia en la síntesis 

de ADN, ARN y de proteínas20,21. 

 

La epirubicina se emplea principalmente para el tratamiento del cáncer 

temprano y avanzado de mama, ya sea sólo o en combinación con 5-fluorouracilo y 

ciclofosfamida. Con respecto a su toxicidad, la epirubicina ha mostrado menores 

efectos tóxicos que la doxorrubicina: mielosupresión, nausea/vómito, alopecia, 

mucositis y toxicidad cardiaca.20 

 

v. Mitomicina C22 

                                                             
19 Hoja de seguridad de Epirubicina consultada en 

http://aslb.jp/sites/default/files/MSDS/BioVision/1753_MSDS.pdf, el día 12 de mayo de 2017. 
20Khasraw, M., Bell, R., Dang, C., Epirubicin: Is it like doxorubicin in breast cancer? A clinical review 

(2012) 21:2, 142-149. 
21 Arican Özcan G., Nazmiye Soy, N., Effects of epirubicin and daunorubicin on cell proliferation and 

cell death in HeLa cells, Journal of cell and molecular biology (2005) 4:47-52. 
22Hoja de seguridad de Epirubicina consultada 

enhttp://www.sciencelab.com/msds.php?msdsId=9927365,  el día 12 de mayo de 2017. 

http://aslb.jp/sites/default/files/MSDS/BioVision/1753_MSDS.pdf
http://www.sciencelab.com/msds.php?msdsId=9927365
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C15H18N4O5; CAS#: 50-07-7; PM: 334.327; Soluble en agua, metanol y acetona22. 

CI50: 0.0299 M (HeLa, 2 días)23; DL50: 30 mg/kg (oral, rata), 23 mg/kg (oral, 

ratón)22. 

 

La mitomicina C pertenece al grupo de los antibióticos antineoplásicos 

procedente del microorgnismo Streptomyces caespitosus. el mecanismo de acción a 

través del cual ejerce su actividad es a través de la alquilación bifunional con el ADN, 

formando entrecruzamientos en las hebras del ADN, particularmente en secuencias 

del tipo CpG, inhibiendo así la mitosis y la proliferación de diversos tipos celulares. 

Esta actividad requiere que la mitomicina C sea activada por medio de 

flavoreductasas24.  Asimismo, los tipos de cáncer para los cuales se ha evaluado en 

pacientes, se incluyen: vejiga, mama, cervico-uterino, colorrectal y anal, gástrico, de 

cuello y cabeza, de células no pequeñas de pulmón y pancreático24. 

 

Con respecto a los efectos adversos de este compuesto, principalmente se 

incluyen mielosupresión y síndrome hemolítico urémico (insuficiencia renal, anemia 

hemolítica, trombocitopenia y defectos de la coagulación), los cuales han promovido 

el uso limitado de este compuesto para el tratamiento de los diversos tipos de cáncer 

para los cuales se ha evaluado, así como el incrmento de su toxicidad cuando se ha 

empleado en combinación, siendo el ejemplo más representativo la combinación con 

el taxol25. 

 

 

 

                                                             
23Min-Hsiung Cheng, Hao-Tsai Cheng, Shih-Shen Lin, Su-Chung Young, Chien-Jung Pai, Pao-Hsin Liao, Shu-

Chen Chen, Ming-Yung Chou, J.-J. Y. & C.-C. Y. Apoptotic death mode of mitomycin C-treated HeLa cells 
and cellular localization of mitomycin C–induced P-glycoprotein. Drug Chem. Toxicol. 32, 158–168 (2009). 

 
24Tomasz, M., Mitomycin C: small, fast and deadly (butveryselective), Chemistry and Biology (1995) 2:575-579. 
25Bradner, W.T., Mitomycin C: A clinicalupdate, CancerTreatmentReviews (2001) 27: 35-50. 



114 
 

vi. Netropsina dihidrocloruro 

C18H26N10O3▪2HCl; CAS#: 1438-30-8; PM: 503.39 g/mol; Solubilidad en agua: 0.95 

-1.05 mg/mL.26 

 

La netropsina es un antibiótico producido por Streptomyces netropsis, similar 

a la distamicina. El mecanismo de acción de ambos compuestos consiste en la unión 

al ADN en el surco menor y se emplean como sondas específicas de detección en 

regiones ricas en A-T. La actividad biológica de la netropsina y sus derivados, 

particularmente de híbridos de netropsina o dímeros de netropsinas se enfoca 

directamente como antibacterianos y antivirales, siendo los virus ADN más sensibles 

que los virus RNA27. Por otro lado, también se ha propuesto que la netropsina y sus 

análogos inhiben la actividad de las enzimas topoisomeras I y II28. Por otro lado, al 

exponer muestras de plásmido a una combinación de  distamicina A y tres 

Casiopeínas®, se observó que la presencia de este compuesto incrementaba la 

actividad nucleasa en todos los casos29. 

 

 

 

 

 

 

                                                             
26 SIGMA-ALDRICH, Hoja de especificación del producto consultada en  

http://www.sigmaaldrich.com/Graphics/COfAInfo/SigmaSAPQM/SPEC/N9/N9653/N9653-
BULK________SIGMA____.pdf el día 19 de mayo de 2017. 

27Zimmer, C., Wähnert, U., Nonintercalating DNA-bindingligands: Specificity of theinteraction and their use in 
biophysical, biochemical and biologicalinvestigations of thegenetic material, Progress in Biophysics and 
Molecular Biology (1986) 47: 31-112 

28Beerman, T.A., Woynarowski, J.M., Sigmund, R.D., Gawron, L.S., Rao, K.E. Lown, J.W., Netropsin 
and bis-netropsinanalogs as inhibitors of thecatalyticactivity f mammalian DNA topoisomerase II and 
topoisomerasecleavablecomplexes, Biochimica et Biophisica Acta (1991) 1090(1):52-60. 

29Becco L et al. New achievements on biological aspects of copper complexes Casiopeínas®: 
Interaction with DNA and proteins and anti-Trypanosoma cruzi activity. J Inorg Biochem 2012; 109: 
49–56. doi:10.1016/j.jinorgbio.2012.01.010. 

http://www.sigmaaldrich.com/Graphics/COfAInfo/SigmaSAPQM/SPEC/N9/N9653/N9653-BULK________SIGMA____.pdf
http://www.sigmaaldrich.com/Graphics/COfAInfo/SigmaSAPQM/SPEC/N9/N9653/N9653-BULK________SIGMA____.pdf
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vii. Oxalato(trans-L-1,2-diaminociclohexano)platino(II),Oxaliplatino30 

C8H14N2O4Pt; CAS#: 61825-94-3; PM: 397.29 g/mol; Solubilidad en agua: 5 

mg/mL31; CI50: 50 M (HeLa)32;DL50: 14.3 mg/kg (rata, i.p.), 19.9 mg/kg (ratón, 

i.p.)30. 

El oxaliplatino es un compuesto de platino de tercera generación, en el cual 

el platino está coordinado a una molécula de diaminociclohexano, el cual, al ser un 

grupo que no se hidroliza, se mantiene como parte del metabolito final citotóxico del 

compuesto y es particularmente activo en contra de cánceres digestivos. 

Adicionalmente, el mecanismo de acción del oxaliplatino es similar a la del cisplatino, 

produciendo uniones intracatenarias, intercatenarias y aductos AND-proteínas, sin 

embargo, la toxicidad del oxaliplatino es menor con respecto a la del cislatino, y no 

genera resistencia cruzada a este compuesto o al carboplatino. Con respecto a sus 

efectos adversos, se ha observado que los principales sistemas afectados incluyen el 

Sistema hematopoyético, gastrointestinal y los nervios periféricos33,34. En la Tabla 15 

se muestran las combinaciones con oxaliplatino aprobadas para su uso en la clínica35. 

 

Tabla 15. Combinaciones de fármacos en combinación con oxaliplatino. 

Tipo de 
cáncer 

Fármacos en combinación (clave de la combinación) 

Páncreas 
Leucovorina/5-fluorouracilo/irinotecan/oxaliplatino (FOLFIRINOX) 
Gemcitabina/oxaliplatino 
Oxaliplatino/5-fluorouracilo/leucovorina (OFF) 

Colon/Recto 
Capecitabina/oxaliplatino (CAPOX) 
5-fluorouracilo/oxaliplatino (FOLFOX) 

                                                             
30Hoja de seguridad de Oxaliplatino consultada en 

http://aslb.jp/sites/default/files/MSDS/BioVision/1577_MSDS.pdf, el día 19 de mayo de 2017. 
31SIGMA-ALDRICH, Hoja de especificación del producto consultada en 

http://www.sigmaaldrich.com/Graphics/COfAInfo/SigmaSAPQM/SPEC/O9/O9512/O9512-
BULK________SIGMA____.pdf, el día 19 de mayo de 2017. 

32William-Faltaos S., Rouillard, D., Lechat, P., Bastian, G., Cell cycle arrest by oxaliplatin on cancer 
cells, Fundamental and ClinicalPharmacology(2007) 21:165-172. 

33Florea, A.M., Büsselberg, D., Cisplatin as anti-tumor drug: Cellular mechanisms of drug activity, 
resistance and induced-side effects. Cancers (2011) 3, 1351-1371; doi:10.3390/cancers3011351. 

34 Alcindor, T., Beauger, N., Oxaliplatin: a review in the era of the of molecularly targeted therapy, 
Current oncology (2011) 18:1, 18-25. 

35 Combinaciones aprobadas para el cáncer. Revisado en NCI https://www.cancer.gov/about-
cancer/treatment/drugs/ el día 22 de mayo de 2017. 

http://aslb.jp/sites/default/files/MSDS/BioVision/1577_MSDS.pdf
http://www.sigmaaldrich.com/Graphics/COfAInfo/SigmaSAPQM/SPEC/O9/O9512/O9512-BULK________SIGMA____.pdf
http://www.sigmaaldrich.com/Graphics/COfAInfo/SigmaSAPQM/SPEC/O9/O9512/O9512-BULK________SIGMA____.pdf
https://www.cancer.gov/about-cancer/treatment/drugs/
https://www.cancer.gov/about-cancer/treatment/drugs/
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ANEXO 2 

Espectros de UV-visible de los compuestos en combinación con CasIII-ia para 

evaluar las interacciones químicas. 

 

Gráfica 8. Interacción química entre los compuestos CasIII-ia y CasIII-Ea, evaluada por 

espectrofotometría de UV-vis entre 400 y 800 nm y, a través del desplazamiento de la banda 

del cobre(II). III-ia: compuesto individual; III-Ea: compuesto individual; III-ia/III-Ea: disolución; 

III-ia+III-Ea: suma de los espectros individuales. 
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Gráfica 9. Interacción química entre los compuestos CasIII-ia y CasIII-La, evaluada por 

espectrofotometría de UV-vis entre 400 y 800 nm y, a través del desplazamiento de la banda 

del cobre(II). III-ia: compuesto individual; III-La: compuesto individual; III-ia/III-La: disolución; 

III-ia+III-La: suma de los espectros individuales. 
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Gráfica 10. Interacción química entre los compuestos CasIII-ia y CasIII-Ma, evaluada por 

espectrofotometría de UV-vis entre 400 y 800 nm y, a través del desplazamiento de la banda 

del cobre(II). III-ia: compuesto individual; III-Ma: compuesto individual; III-ia/III-Ma: disolución; 

III-ia+III-Ma: suma de los espectros individuales. 
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Gráfica 11. Interacción química entre los compuestos CasIII-ia y CasVI-gly, evaluada 

por espectrofotometría de UV-vis entre 400 y 800 nm y, a través del desplazamiento de la 

banda del cobre(II). III-ia: compuesto individual; VI-gly: compuesto individual; III-ia/VI-gly: 

disolución; III-ia+VI-gly: suma de los espectros individuales. 
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Gráfica 12. Interacción química entre los compuestos CasIII-ia y CasVIII-gly, evaluada 

por espectrofotometría de UV-vis entre 400 y 800 nm y, a través del desplazamiento de la 

banda del cobre(II). III-ia: compuesto individual; VIII-gly: compuesto individual; III-ia/VIII-gly: 

disolución; III-ia+VIII-gly: suma de los espectros individuales. 
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Gráfica 13. Interacción química entre los compuestos CasIII-ia y cisplatino (cisPt), 

evaluada por espectrofotometría de UV-vis entre 400 y 800 nm y, a través del 

desplazamiento de la banda del cobre(II). III-ia: compuesto individual; cisPt: compuesto 

individual; III-ia/cisPt: disolución; III-ia+cisPt: suma de los espectros individuales. 
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ANEXO 3 

Concentraciones de los compuestos empleados para la evaluación de las 

combinaciones en cultivos de la línea tumoral HeLa y CHP-212. 

Tabla 16. Concentraciones empleadas para la evaluación de los compuestos 
individuales y las combinaciones en la línea tumoral HeLa. 

N %a III-ia III-Ea III-La III-Ma II-gly VI-gly VIII-gly CisPt 

1.66:0 166 69.29 5.35 4.7 2.61 4.25 5.28 2.52 18.09 

1.33:0 133 55.51 4.28 3.76 2.09 3.4 4.23 2.02 14.5 

1:0b 100 41.74 - - - - - - - 

8:1 89 37.15 2.87 2.52 1.4 2.28 2.83 1.35 9.7 

4:1 80 33.39 2.58 2.26 1.26 2.05 2.54 1.22 8.72 

2:1 67 27.97 2.16 1.9 1.05 1.72 2.13 1.02 7.3 

1:1 50 20.87 1.61 1.42 0.79 1.28 1.59 0.76 5.45 

1:2 33 13.77 1.06 0.93 0.52 0.84 1.05 0.5 3.6 

1:4 20 8.35 0.64 0.57 0.31 0.51 0.64 0.3 2.18 

1:8 11 4.59 0.35 0.31 0.17 0.28 0.35 0.17 1.2 

0:1b 0 - 3.22 2.83 1.57 2.56 3.18 1.52 10.9 

a % del compuesto en la combinación. 
b Equivale a la CI50 de los compuestos individuales. 

 

Tabla 17. Concentraciones empleadas para la evaluación de los compuestos 
individuales y las combinaciones en la línea tumoral CHP-212. 

N %a III-ia III-Ea III-La III-Ma II-gly VI-gly VIII-gly 

1:0b 100 36.3 - - - - - - 

8:1 89 32.31 1.72 3.15 1.99 3.08 2.00 1.35 

4:1 80 29.04 1.53 2.80 1.77 2.74 1.78 1.20 

2:1 67 24.32 1.36 2.50 1.58 2.44 1.59 1.07 

1:1 50 18.15 1.21 2.22 1.41 2.17 1.41 0.95 

1:2 33 11.98 1.08 1.98 1.25 1.93 1.26 0.85 

1:4 20 7.26 0.96 1.76 1.11 1.72 1.12 0.76 

1:8 11 3.99 0.85 1.57 0.99 1.53 1.00 0.67 

0:1b 0 - 1.93 3.54 2.24 3.46 2.25 1.52 
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ANEXO 4 

Evaluación del paralelismo de las curvas CR por medio del programa Graph 

Pad Prism. 

 

Gráfica 14. Evaluación de paralelismo. Regresión lineal de las curvas CR de los 

compuestos involucrados en las combinaciones para determinar el paralelismo entre 

ellos. 
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Resumen del análisis de paralelismo de las curvas CR. ¿Son las pendientes 

iguales? 

El análisis de paralelismo, por medio del programa Graph Pad Prism consiste 

en determinar si las pendientes de la curva son a) distintas de cero, b) distintos entre 

sí y c) si los interceptos difieren significativamente. 

 

Compuestos: CasIII-ia y CasIII-Ea 

 CasIII-ia CasIII-Ea 

Intersección en el eje: -2.229 ± 0.1946 -0.2250 ± 0.9425 

Pendiente: 1.529 ± 0.1367 0.8214 ± 0.2030 

R2: 0.93399 0.7319 

F=  7.0913  

P=  0.01855  

Conclusión: Pendientes significativamente diferentes de cero y entre sí, por lo 

que no se pudo establecer diferencias entre los interceptos. 

 

Compuestos: CasIII-ia y CasIII-La 

 CasIII-ia CasIII-La 

Intersección en el eje: -2.229 ± 0.1946 -0.09431 ± 0.1616 

Pendiente: 1.529 ± 0.1367 3.381 ± 0.3943 

R2: 0.93399 0.8498 

F=  21.2205  

P=  0.0001525  

Conclusión: Pendientes significativamente diferentes de cero y entre sí, por lo 

que no se pudo establecer diferencias entre los interceptos. 
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Compuestos: CasIII-ia y CasIII-Ma 

 CasIII-ia CasIII-Ma 

Intersección en el eje: -2.229 ± 0.1946 -0.3673 ± 0.05310 

Pendiente: 1.529 ± 0.1367 2.093 ± 0.1619 

R2: 0.93399 0.9435 

F=  6.93836  

P=  0.01685  

Conclusión: Pendientes significativamente diferentes de cero y entre sí, por lo 

que no se pudo establecer diferencias entre los interceptos. 

 

Compuestos: CasIII-ia y CasVI-gly 

 CasIII-ia CasII-gly 

Intersección en el eje: -2.229 ± 0.1946 -1.190 ± 0.1974 

Pendiente: 1.529 ± 0.1367 2.719 ± 0.4892 

R2: 0.93399 0.8604 

F=  7.26979  

P=  0.01832  

Conclusión: Pendientes significativamente diferentes de cero y entre sí, por lo 

que no se pudo establecer diferencias entre los interceptos. 

 

Compuestos: CasIII-ia y CasVI-gly 

 CasIII-ia CasVI-gly 

Intersección en el eje: -2.229 ± 0.1946 -0.2335 ± 0.03733 

Pendiente: 1.529 ± 0.1367 0.9979 ± 0.08128 

R2: 0.93399 0.9617 

F=  5.462  

P=  0.03481  

Conclusión: Pendientes significativamente diferentes de cero y entre sí, por lo 

que no se pudo establecer diferencias entre los interceptos. 
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Compuestos: CasIII-ia y CasVIII-gly 

 CasIII-ia CasVIII-gly 

Intersección en el eje: -2.229 ± 0.1946 -0.2478 ± 0.05687 

Pendiente: 1.529 ± 0.1367 2.132 ± 0.1880 

R2: 0.93399 0.8714 

F=  5.52832  

P=  0.02626  

Conclusión: Pendientes significativamente diferentes de cero y entre sí, por lo 

que no se pudo establecer diferencias entre los interceptos. 

 

Compuestos: CasIII-ia y CisPt 

 CasIII-ia CisPt 

Intersección en el eje: -2.229 ± 0.1946 -1.860 ± 0.2008 

Pendiente: 1.529 ± 0.1367 1.666 ± 0.2078 

R2: 0.93399 0.9146 

F=  0.259258  

P=  0.6186  

Conclusión con respecto a las pendientes: Si las pendientes fuesen idénticas, 

existe un 62% de probabilidad de elegir al azar datos con pendientes distintas. Se 

puede concluir que las diferencias en las pendientes no son significativas. La 

pendiente final de todos los datos equivale a 1.55979.  

Al evaluar si las curvas comparten interceptos: 

F=  39.9956 

P< 0.0001 

Conclusión: Si las elevaciones fuesen idénticas, existe menos de 0.01% de elegir 

datos al azar con elevaciones distintas. Se puede concluir que las diferencias de las 

elevaciones son extremadamente significativas. 
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ANEXO 5 

Ejemplo de cálculo del índice de combinación (IC o ) que permite establecer el 

tipo de interacción farmacológica presente en una combinación de fármacos. 

 

Las curvas CR de cada uno de los compuestos involucrados en la 

combinación se transforman a curvas del efecto medio: 

 

𝑙𝑜𝑔 (
𝑓𝑎

𝑓𝑢
) = 𝑚𝑙𝑜𝑔(𝐷) + 𝑏 

Donde:  

 fa = fracción afectada por el tratamiento 

 fu = fracción no afectada por el tratamiento y equivale a 1-fa. 

 D = concentración o dosis empleada  

 

Posteriormente y, con los datos de inhibición obtenidos de cada 

concentración de todos los compuestos, se calculan las ecuaciones del efecto medio 

para cada uno. A manera de ejemplo se considerarán las ecuaciones obtenidas para 

el compuesto CasIII-ia y Cisplatino. 

 

Ecuación del efecto medio:  

Casiopeína III-ia: 𝑙𝑜𝑔 (
𝑓𝑎

1−𝑓𝑎
) = 1.52962𝑙𝑜𝑔𝐷𝐴 − 2.226 

    Dm=28.5262 

r=0.96799 

 

Cisplatino:   𝑙𝑜𝑔 (
𝑓𝑎

1−𝑓𝑎
) = 1.6704𝑙𝑜𝑔𝐷𝐵 − 1.8609 

Dm=13.0017 

r=0.95378 
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El valor de Dm corresponde a la concentración (o dosis) en la cual se obtiene 

la mitad del efecto deseado. Este valor equivale al antilogaritmo de la intersección de 

la recta con el eje de las abscisas. 

 

A partir de que cada una de las ecuaciones, se interpolan los datos del efecto 

obtenido para cada combinación, de manera que se calcule la concentración teórica 

requerida para obtener el mismo efecto: 

Casiopeína III-ia: 𝑙𝑜𝑔 (
0.56

1−0.56
) = 1.52962𝑙𝑜𝑔𝐷𝐶𝑎𝑠𝐼𝐼𝐼−𝑖𝑎 − 2.226 

    𝑫𝑪𝒂𝒔𝑰𝑰𝑰−𝒊𝒂 =  𝟒𝟐. 𝟐𝟑 𝛍𝐌 

Cisplatino:   𝑙𝑜𝑔 (
0.56

1−56
) = 1.6704𝑙𝑜𝑔𝐷𝑐𝑖𝑠𝑃𝑡 − 1.8609 

      𝑫𝒄𝒊𝒔𝑷𝒕 = 𝟏𝟖. 𝟑𝟓 𝛍𝐌 

 

Una vez que se ha calculado la concentración teórica requerida para 

obtener el mismo efecto, se calcula el IC para cada combinación, a través de la 

ecuación: 

𝐼𝐶 =
𝑑𝐶𝑎𝑠𝐼𝐼𝐼−𝑖𝑎

𝐷𝐶𝑎𝑠𝐼𝐼𝐼−𝑖𝑎
+  

𝑑𝑐𝑖𝑠𝑃𝑡

𝐷𝑐𝑖𝑠𝑃𝑡
 

Donde:  

IC = índice de combinación.  

d = concentraciones experimentales empleadas en la combinación. 

D = concentraciones teóricas requeridas para obtener el efecto. 

 

𝐼𝐶 =  
27.97 μM

42.23 μM
+  

3.60 μM

18.35 μM
= 𝟏. 𝟏𝟖𝟓 

 

La determinación del IC se realizó por cuatriplicado para los cultivos de la 

línea tumoral HeLa, mientras que para los cultivos de CHP-212 se llevó a cabo por 

triplicado. Finalmente, la significancia estadística se estableció a partir de lat de 
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student considerando que no se conoce la varianza de la media poblacional, a través 

de la siguiente ecuación: 

 

𝑡 =
�̅� − 𝜇
𝑠

√𝑛⁄
 

 

El valor de t teórico con un = 0.95 se obtuvo de tablas considerando la 

distribución t de dos colas y 3 y 4 grados de libertad para HeLa y CHP-212, 

respectivamente. 

 

Finalmente, los isobologramas normalizados se construyen graficando el valor 

obtenido de la razón dA/DA en el eje de las ordenadas y la razón de dB/DB en el eje de 

las abscisas, de manera que a medida que esos valores sean más cercanos a 0, la 

interacción superaditiva será mayor. 

 

 

 

  



130 
 

ANEXO 6 

Preparación de las disoluciones para cultivo celular 

 

Disoluciones para el cultivo celular. 

 

Tripsina-EDTA 

A partir de la disolución stock de 25x, se realiza una dilución 1:5 con disolución 

amortiguadora de fosfatos estéril. 

 

Azul tripano 0.4% 

La cantidad necesaria de azul tripano se disuelve en disolución amortiguadora de 

fosfatos. En caso de que precipite, esta suspensión se puede filtrar con filtros de 0.2 

m. 

 

Sulforrodamina B 4% 

La cantidad necesaria de Sulforrodamina B se disuelve en ácido acético 1%. 
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ANEXO 7 

Conteo de células en la cámara de Neubauer (Hematocitómetro) 

 

Posteriormente a que las células se cosecharon, centrifugaron y 

resuspendido en el volumen de medio correspondiente36, se procede a su tinción con 

azul tripano y conteo en la cámara de Neubauer, de la siguiente forma: 

 

Se toma una alícuota de la suspensión celular y se coloca en un tubo 

eppendorf de 1.5 mL y se diluye con una alícuota de la disolución de azul tripano 

0.4%37. La mezcla se homogeniza y se toman 10 L, los cuales se depositan con 

cuidado entre la cámara de Neubauer y el cubreobjetos, de manera que se cubra por 

completo el volumen entre ambos. 

 

Posteriormente, la cámara se coloca en el microscopio óptico con el objetivo 

de 10x (ó 20x), se ajusta y se procede a contar en uno de los cuadrantes marcados 

como L en la Figura 9. 

                                                             
36 Comúnmente un mililitro, sin embargo, este volumen varía en función del tamaño del botón celular 
obtenido posterior a la centrifugación. 
37 El volumen de las alícuotas varía con el tamaño del botón celular o se puede iniciar con 50 L de 

cada una, 10 L:90 L si el botón es grande ó90 L:10L si el botón es muy pequeño. 
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Figura 9. Cuadrícula para conteo de células en la cámara de Neubauer.  

 

Una vez que se ha elegido el cuadrante para realizar el conto, se procede a 

contar en cada una de las cuadrículas como se muestra en la Figura 9 del lado 

derecho. El conteo se realiza tomando en cuentas las células en el interior de cada 

recuadro y, en caso de que alguna célula quedara por encima de la línea, entonces 

se cuentan únicamente aquellas que están posicionadas en las líneas izquierda e 

inferior de cada recuadro, línea naranja en la figura. Se repite el procedimiento para 

cada uno de los cuadrantes y se calcula el promedio de células en los cuatro 

cuadrantes. 

 

Una vez que se tiene el promedio de células en la suspensión celular de 

acuerdo con la siguiente ecuación: 

 

𝑁 = �̅� ∗ 𝐹𝐷 ∗ 10,000 ∗ 𝑉  
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Donde: 

N = número de células por mililitro de suspensión celular. 

x̅ = promedio de células en los cuatro cuadrantes. 

FD = factor de dilución de suspensión celular en azul tripano 0.4%. 

V = volumen total en mililitros en el que se resuspendió el botón celular. 

 

Finalmente, para sembrar en placa el número de células requerido y, a partir 

del número de células por mililitro calculado, secalcula el volumen requerido de 

suspensión celular en el cual se tienen el número total de células requeridas para el 

ensayo (n) y se les agrega el volumen necesario del medio correspondiente para 

completar el total de medio requerido. (ej. 100 L/pozo * No. Pozos/placa * No. placas 

a preparar). 
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