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RESUMEN 

La importancia de controlar enfermedades degenerativas mortales como el cáncer ha propiciado la 

búsqueda, caracterización y síntesis de nuevos compuestos, con capacidad antineoplásica. Las 

Casiopeínas, es un nuevo grupo de compuestos de coordinación con un centro metálico de (Cu2+) que 

fueron diseñadas y sintetizadas por la Dra. Lena Ruiz en la Facultad de Química de la UNAM. Entre 

estas, la Casiopeína IIgly (Cas IIgly) ha mostrado tener efecto citostatico, citotóxico y antineplasico, lo 

que la hace ser una fuerte candidata a ser utilizada como agente terapéutico en el tratamiento del 

cáncer, sin embargo, poco se sabe acerca de su eficacia y seguridad. Por tal motivo es necesario realizar 

un gran número de pruebas que nos den una idea de su potencial toxicológico, predecir el perfil 

farmacocinético / farmacodinámico del fármaco y determinar la dosis terapéutica adecuada. 

En el presente trabajo se llevó a cabo el estudio de la solubilidad, la estabilidad y la determinación de la 

longitud de onda máxima de la Casiopeína IIgly, disuelta en solución de metanol:agua. También se 

desarrollo, optimizó y validó el método analítico por Cromatografía de líquidos de Alta Resolución 

(CLAR) y finalmente se determinó del grado de unión de esta molécula en soluciones de albúmina bovina 

serica (ABS), plasma humano, plasma de perro y plasma de rata utilizando la técnica in Vitro de 

Ultrafiltración.  

 La Casiopeína IIgly en muy soluble en agua, soluble metanol y en soluciones de metanol/agua e 

insoluble en acetonitrilo. Sus picos máximos de absorción fueron detectados a una longitud de onda de 

209 y 273 nm. La Casiopeína IIgly es una molécula fotosensible pero, en condiciones de refrigeración y 

protegidas de la luz permanece estable durante más de 21 días. La Casiopeína IIgly la cual eluye a los 

6.8 min en agua y los 8.0 min en plasma fue bien resuelta de sus componentes endógenos. Hubo una 

buena relación lineal entre el área del pico de los analitos y su concentración, en el intervalo de 

concentración de 2 a 50 µg/ml. El porcentaje de recobro fue de 91.8 %. La precisión y exactitud promedio 

(RSD) de las muestras control, estuvieron dentro del 15%. El límite de detección fue de 0.031 µg/ml y el 

límite de cuantificación de 2.0 µg/ml. 

El fármaco se une en un alto grado a las proteínas de las diferentes matrices probadas. El grado de 

unión a proteínas fue para la albúmina de 96.8 %, para el plasma humano de 95.2%, para el plasma de 

rata de 88.68% y de 72.78% para el plasma de perro. 

La unión del fármaco a la albúmina promedio (+s.d) no fue significativamente diferente a la del 

plasma humano, esto sugiere que la albúmina es la principal, pero no necesariamente la única proteína 

unida a la Casiopeína. El método de ultrafiltración utilizado para la determinación del grado de unión de 

la Casiopeína IIgly a las proteínas plasmáticas, es adecuado debido a su rapidez.  

. 
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ABSTRACT 

 

The importance of controlling lethal degenerative diseases as cancer have started the 

investigation, characterization and synthesis of new drugs. Casiopeinas are a new group of coordination 

compounds with copper (II) as a metallic center. They were designed and synthesized by Lena Ruíz Ph. 

in la Facultad de Química from UNAM. Casiopeina IIgly showed to have cytostatic, cytotoxic and 

antineoplastic effect. It has become to Casiopeína IIgly in a potentially useful therapeutic agent in 

cancer treatment. Due to its mechanism and side effects are still almost unknown, it is necessary to do 

several testes, which give us an idea of their toxicity, predict their pharmacokinetic and 

pharmacodynamic profile and determined their dosage regiment. 

The solubility and stability study and the determination of absorption spectrum of Casiopeína IIgly were 

done. A selective and accurate High Performance Liquid Chromatography method (HPLC) was 

developed, optimized, validated and applied for determining the extent of binding protein of Casiopeína 

IIgly. Protein – free samples were prepared by ultrafiltration method in bovine albumin, human, dog 

and rat plasma. 

This molecule is very soluble in water, soluble in methanol or methanol water solutions and unsoluble in 

acetonitrile. The Casiopeina’s spectrum shows two maxima peaks at 273 nm and 209 nm and minima at 

248 nm. Casiopeina IIgly is a photosensible molecule but in refrigeration’s conditions and protected from 

the light, it is stable at least for 21 days. 

Casiopeina IIgly that eluted within 6.8 min in water and 8.0 min in plasma was well resolved from 

endogenous components. There was a good lineal relationship between chromatograph area of analytes 

and concentration of analytes over the concentration range from 2 to 50 µg/ml. The recovery of assay 

was 91.8 %. The overall accuracy and precision (RSD) of quality control were within 15%. The limit of 

detection was de 0.031 µg/ml and the limit of quantization was 2.0 µg/ml. 

The Cas IIgly is a molecule that is highly bound to plasma protein(>90%). The amount of Cas IIgly 

bound to albumin protein (albumin assay) was not significantly different from the amount of drug bound 

to plasmatic protein, it suggest that albumin is the major but not necessary the only binding protein to 

Casiopeina IIgly in serum. By its speed the ultrafiltration method was a suitable method for 

determining the extent of binding protein of Cas IIgly 
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1.1 INTRODUCCIÓN. 

 

El cáncer ha llamado la atención de investigadores de todo el mundo, debido al impacto que tiene 

sobre la salud. Actualmente esta enfermedad está entre las primeras causas de muerte a nivel mundial1. 

El cáncer es un grupo de enfermedades, que pueden atacar cualquier tejido corporal y se caracteriza por 

la multiplicación desordenada de células que no reciben las señales del control de crecimiento la cual es 

causada por un desorden genético a nivel celular, que involucra la mutación de un pequeño número de 

genes. Muchos de estos genes normalmente actúan en el control del progreso, del ciclo celular y la 

perdida o inactivación de estos genes causa una división celular descontrolada y la formación de 

tumores2.  

 

A pesar del esfuerzo que se ha hecho por encontrar la manera de prevenir y curar esta 

enfermedad, su naturaleza así como su forma de presentación ha impedido encontrar una línea 

terapéutica que sea general, segura y eficaz contra este padecimiento.3 

La detección de tumores en sus primeras etapas es el método más eficaz, para detener la progresión de 

los tumores, pues resulta más sencillo detener su malignidad antes de que cause daños irreversibles. 

Desgraciadamente, no siempre es posible detectar la presencia de tumores en los estadios iniciales y sólo 

se hace evidente cuando los tumores ya han invadido otras zonas del cuerpo. La cirugía, las radiaciones, 

la quimioterapia, la inmunoterapia, la criotepia, etc, son algunas de las terapias actualmente 

disponibles en el tratamiento contra el cáncer. Por el momento la quimioterapia es la mejor opción para 

el tratamiento de la mayoría de los tumores humanos, debido a que ofrece una mayor probabilidad de 

curación, además, de que si se utiliza en combinación con otras terapias como la cirugía, radioterapia o 

inmunología, puede aumentar el éxito de la terapia en una extensa variedad de tumores4,5,6.  

 

El cisplatino, es un medicamento anticancerígeno de centro metálico, descubierto por Rosenberg7 . 

Este fármaco revolucionó la quimioterapia, por su capacidad para atacar diferentes tipos de cáncer que 

eran resistentes a otro tipo de compuestos; sin embargo, su alta toxicidad provoca caída de cabello, 

vómito y secuelas como daños en riñones8. Por otro lado la administración del cisplatino, puede causar 

resistencia natural hacia el compuesto, así como resistencia desarrollada después del tratamiento 

inicial. La esperanza de encontrar un fármaco que ofrezca las ventajas del cisplatino, pero, con efectos 

adversos menores, hizo que la atención se concentrará principalmente sobre la generación de análogos 

directos al cisplatino9,10. Sin embargo, se ha observado que los simples análogos del cisplatino no ofrecen 

ventajas clínicas sustanciales y esa es la razón principal por la cual algunos investigadores han 

concebido enfoques completamente diferentes en el diseño de fármacos.  
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Algunos investigadores están trabajando con elementos metálicos esenciales, los cuales se encuentran 

presentes en el organismo humano pues consideran que si por alguna causa se acumularan en exceso, 

existen mecanismos que se activan de manera natural para eliminarlos11.  

Cualquiera que sea la línea terapéutica, no se debe olvidar que ésta debe tener actividad 

antitumoral, ser efectiva contra los tumores para los que no existen tratamientos efectivos en la 

actualidad, y que los efectos secundarios que pueda causar sean menores a los que se presentan con los 

medicamentos actuales.  

 

En la búsqueda de alternativas, un grupo de investigadores de la Facultad de Química de la 

UNAM, basándose en los antecedentes y conocimientos del cisplatino, se han enfocado al diseño, síntesis 

y caracterización de un nuevo grupo de compuestos, a los cuales se les ha dado el nombre de 

Casiopeínas®. 

Las Casiopeínas (Cas) son una familia de compuestos que en la esfera de coordinación contiene, 

cobre (II) como metal y quelatos de diiminas (NN) con quelatoa aminoacidatos o donadores (OO) como 

ligantes. Debido a que el cobre es un metal esencial es probable que estos compuestos presenten menor 

toxicidad,  que los compuestos de platino. A la fecha, se han sintetizado alrededor de 100 compuestos de 

los cuales las Casiopeínas I y II han demostrado actividad antineoplásica y citostática 

importante12,13,14,15. 

 

La Casiopeína IIgly [Acua(4,7-dimetil 1,10 fenantrolina) (glicina)Cu(II)] NO3 se ha desarrollado 

específicamente como un fármaco anticancerígeno que actúa contra células Hela, células tipo CaLo, 

murinas de leucemia L1210, contra los tipos de cáncer S180, B16 y LW1; es potencialmente citotóxica e 

induce apoptosis. El hecho de que la Casiopeína IIgly (Cas IIgly) haya demostrado ser menos tóxica que 

el cisplatino hacía las células sanas, ha provocado que un grupo de investigadores centren su atención en 

ella, con la esperanza de que esta tenga una posible aplicación clínica a corto plazo16,17.  

 

Sin embargo para esto existen varias fases por las que debe pasar una nueva droga con efecto 

biológico, antes de ser utilizada en la fase clínica. Este trabajo esta enfocado al desarrollo, optimización y 

validación del método analítico que nos permitirá la cuantificación de la molécula para posteriormente 

realizar el estudio  de “El grado de unión a las proteínas plasmáticas”18.  

El estudio del grado de unión de los fármacos a la proteínas es un factor muy importante debido 

a que únicamente el fármaco libre puede pasar a través de las membranas celulares, alcanzar los 

receptores y por lo tanto ejercer la actividad terapéutica. 
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Esto significa que este parámetro tiene una importancia clínica relevante, pues a partir de los 

resultados generados se podrá diseñar regímenes de dosificación adecuados con el propósito de evitar 

interacciones farmacológicas o efectos indeseados, siempre en beneficio del paciente19, 20.  

 

Para la determinación del grado de unión a las proteínas plasmáticas se utilizó albúmina bovina 

sérica (ABS), plasma humano, plasma de perro y de rata a las que se les adicionó  una cantidad de Cas 

II gly para obtener concentraciones de 15, 25 y 50 µg/ mL. Una vez preparadas, estas se incubaron a 37° 

C durante 30 minutos, posteriormente se colocó 1 ml de cada muestra, en los tubos de 

ultracentrifugación y se centrifugaron durante 30 minutos a 5000 rpm. 50 µL del ultrafiltrado fueron 

inyectados en una columna de fase reversa  y se realizó el análisis bajo las condiciones cromatográficas 

determinadas durante el desarrollo del método analítico.  
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CAPITULO II 
 

GENERALIDADES 
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2.1  CÁNCER 

 

2.1.1 ANTECEDENTES DEL CÁNCER. 

 

El término cáncer se deriva de una palabra griega que significa “Cangrejo”,  se le dio 

este nombre debido a que los tumores de mama al crecer toman la forma de este crustáceo y fue 

acuñado por Hipócrates en el siglo V, AC. 21. El cáncer es una enfermedad tan antigua, que 

incluso se han encontrado tumores en los huesos de los fósiles de los dinosaurios o en las 

momias descubiertas en Egipto y en Perú22. Sin embargo, de acuerdo con el Dr Gariglio Vidal, 

está enfermedad llegó a ser una causa importante de muerte hasta el siglo XX. Antes de 1940 

no se ubicaba entre las 10 primeras causas de muerte. Actualmente en nuestro país, el cáncer 

ha llegado a ser la segunda causa de mortalidad entre la población23.    

 

Bajo el término cáncer se engloban distintas enfermedades que varían en sus 

manifestaciones clínicas, pero que comparten mecanismos desencadenantes comunes. Hasta el 

momento se han descrito más de 100 formas de la enfermedad, de ellos los más frecuentes son 

los llamados carcinomas, que constituyen cerca del 90 % de los cánceres y que se generan en los 

epitelios, siendo los más comunes los que afectan al pulmón, el cuello uterino, las mamas y el 

intestino grueso22. El restante 10 % de los cánceres humanos se distribuye en dos grupos: los 

sarcomas que son los más raros y que se originan en estructuras de soporte como el tejido 

fibroso o vasos sanguíneos, y un grupo heterogéneo en los que se incluyen los cánceres de 

tejidos productores de las células sanguíneas, las leucemias y los linfomas 24.  

 

El cáncer también conocido con el término neoplasia, es una enfermedad de las células 

que se caracteriza por cambios a nivel genético en uno o varios de los mecanismos que regulan 

la proliferación y diferenciación de las células. Una célula sana presenta una morfología 

definida, encaja a la perfección en el entorno de células que la rodean, responde a señales 

ambientales y produce células hijas con la misma (o virtualmente la misma) secuencia de DNA, 

sólo cuando el balance de señales estimuladoras e inhibidoras procedentes del exterior favorece 

la división celular. Sin embargo la acumulación de daños genéticos puede hacer que una célula 

hija se vuelva insensible a los mecanismos de regulación del crecimiento celular y por lo tanto, 

pierde su morfología y límites característicos, deja de responder a señales inhibitorias de 

crecimiento y adquiere la propiedad de replicarse sin cesar25. Una vez que las células empiezan 

a multiplicarse sin ningún control en algún tejido, forman un tumor, el cual acaba destruyendo 

el tejido sano de su alrededor o aún peor puede ingresar al sistema circulatorio, y establecer 

zonas de proliferación alejadas del sitio de aparición original.  
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Los tumores se clasifican como benignos o malignos de acuerdo a su capacidad para 

crecer y expanderse.  

Los tumores benignos son masas localizadas y pequeñas que no se expanden, en cambio 

los tumores malignos pueden invadir tejidos circundantes y aún otras partes del cuerpo 

mediante metástasis26. En términos generales a los tumores malignos se les conoce como 

cáncer27. 

 

2.2. TERAPIAS CONTRA EL CÁNCER 

 

Algunos documentos como el Ramayana de la India o el papiro egipcio Ebers que datan 

de 2000 a 1500 años a. C demuestran que el estudio y la búsqueda de tratamientos contra el 

cáncer ha sido objeto de gran interés desde hace tiempo 23,24. Sin embargo a pesar del esfuerzo 

que se ha hecho, aún no se cuenta con una línea terapéutica que sea general, segura y eficaz 

contra esta enfermedad debido a la naturaleza que presenta.  

 

Hoy en día los tumores cancerosos pueden ser erradicados por cirugía, radioterapia, 

inmunoterapia, crioterapia, quimioterapia, o la combinación de alguna de ellas, su selección 

depende del tipo de cáncer, la distribución y el estado del paciente.  

 

En la actualidad la cirugía es la terapia más confiable y rápida se utiliza para remover los 

tumores primarios y constituye el tratamiento de elección para tumores sólidos o para aquellos 

que su crecimiento permanezca localizado. Desafortunadamente si las células cancerosas ya se 

han esparcido a otras partes del cuerpo, la extirpación del tumor por medio de la cirugía es 

insuficiente. 

 

La quimioterapia es una terapia en la que se utilizan fármacos para erradicar los 

tumores cancerígenos. Estos fármacos tienen como objetivo causar una lesión citotóxica letal 

que pueda disminuir la progresión del tumor. Este ataque generalmente es dirigido contra los 

sitios metabólicos esenciales a la replicación celular. Por ejemplo la biodisponibilidad de los 

precursores de las purinas y pirimidinas para la síntesis del DNA o RNA 28. Actualmente la 

quimioterapia es la mejor opción para el tratamiento de la mayoría de los tumores humanos, 

debido a que ofrecen mayor probabilidad de curación y se cree que aún con el advenimiento de 

las nuevas técnicas, la quimioterapia seguirá siendo una buena opción en el tratamiento y 

prevención de la enfermedad, debido a que una vez que se entienda la naturaleza de la 

enfermedad, la farmacocinética y farmacodinamia de los fármacos se podrán utilizar con mayor 

éxito incluso los fármacos ya existentes. 
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2.2.1 ANTECEDENTES DE LA QUIMIOTERAPIA 

 

Desde hace 500 años ya existía el concepto del tratamiento del cáncer con fármacos, se 

sabe que con este propósito se empleaban preparaciones de plata, zinc o mercurio. Sin embargo, 

no se documentó hasta 1865 el uso de un tratamiento sistemático en neoplásias malignas 

cuando Lissauer administraba arseniato de potasio a pacientes con leucemias y observaba 

efectos positivos; pese a estos antecedentes la quimioterapia del cáncer como tal se sistematizó 

80 años después.  

 

Al término de la Segunda Guerra Mundial una nueva era conocida como, “era moderna 

de la quimioterapia del cáncer” comenzó, al introducir las mostazas nitrogenadas, agentes 

alquilantes desarrollados para el uso clínico como consecuencia de la toxicidad hematopoyética 

observada con la mostaza sulfurada (un gas de guerra) y la aminopterina, un antagonista de los 

folatos. Estos compuestos produjeron remisiones notables en pacientes con linfoma y en niños 

con leucemia linfocítica aguda. Desafortunadamente, no se observaron curaciones debido al 

rápido desarrollo de resistencia a los fármacos. Estos resultados fueron seguidos por un 

enérgico programa de desarrollo de fármacos anticancerosos, en especial en los Estados Unidos 

y fueron alentados por el apoyo y las facilidades de evaluación masiva proporcionados por el 

National Cancer Institute a los investigadores y académicos e industriales.  

 

A partir de 1950 se produce una aceleración con la introducción de los antimetabolitos, 

la actinomicina D (1955) y el empleo de los glucocorticoides. Desde entonces se han probado 

más de 30 fármacos en el tratamiento de los pacientes con cáncer entre los que destacan: la 

citosina-arabinósido y los alcaloides de la Vinca en los años 60 29.  

 

2.2.2. MECANISMO DE ACCIÓN DE LOS FÁRMACOS ANTINEOPLÁSICOS. 

 

Los fármacos que actualmente se utilizan en el tratamiento del cáncer se clasifican en 9 

grupos de acuerdo a su mecanismo de acción: agentes alquilantes, antimetabolitos, 

depolimerizantes del DNA, antibióticos, alcaloides de la vinca, epipodofilotoxinas, hormonas, 

antihormonas e inmunoestimuladores-inmunomoduladores 30 o como agentes que actúan sobre 

el ciclo celular o los que lesionan al DNA. Ver figura No. 1. 
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SÍNTESIS DE PURINA Y PIRIMIDINA 
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                                                                         PROTEINAS 

Figura 1. Clasificación de los fármacos antineoplásicos de acuerdo a su mecanismo de acción 28. 

 

Agentes que actúan sobre el ciclo celular. Los agentes que actúan sobre el ciclo celular son 

fármacos que para ser citotóxicos requieren que las células estén en el ciclo, es decir, 

atravesando activamente el ciclo celular preparatorio para la división celular29.  

 

Fármacos que lesionan al DNA. Estos fármacos actúan: dañando o alterando la molécula de 

alguna manera, previniendo la síntesis de ácido nucleico al inhibir una o más de las enzimas 
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BLEOMICINA 
DOXORUCINA 

DAUNORUBICINA 
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DOXORUBICINA 
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interrumpe la función del ADN 

CITARABINA (ara-CTP) 
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trifosfato por las ADN 

polimerasas. Esto significa la 
incorporación del fármaco 
en las cadenas del ADN 

5 FLUORORACILO 
Inhibe la síntesis de 

dTMP 

AGENTES ALQUILANTES. 
CISPLATINO 

Alteran la estructura y 
función del ADN al 
interaccionar con él.
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involucradas en la síntesis del DNA o perturbando la función del DNA al incorporar “piezas 

incorrectas” en la molécula. Los fármacos que interactúan con el DNA previenen el crecimiento 

celular.  
                                             

2.2.3 DESVENTAJAS DE LA QUIMIOTERAPIA  

 

La falta de selectividad de los fármacos antineoplásicos es un problema que se presenta 

en la quimioterapia del cáncer, la cual es ocasionada debido que los fármacos 

quimioterapéuticos existentes tienen como blanco a los mecanismos utilizados por las células 

en proliferación, en lugar de atacar anormalidades específicas asociadas a las células 

tumorales. Esto hace que, la ventana terapéutica entre una célula normal y la maligna sea 

pequeña, lo que da lugar a efectos colaterales altamente tóxicos como por ejemplo anorexia, 

vómito, diarrea, alopecia, supresión de la médula ósea y del sistema inmune, así como 

anafilaxia, nefrotoxicidad y cambios en el sistema urinario29. 

 

Otro problema que se presenta durante la terapia con fármacos, es del desarrollo de 

resistencia  

Los principales mecanismos que tienen las células tumorales para volverse resistentes a los 

fármacos antineoplásicos son: 

a) La inactivación del fármaco, por ejemplo la mercaptopurina. 

b) Insuficiente activación in vitro por pérdida de la actividad de la enzima correspondiente. 

c) El fármaco puede ser metabolizado a formas inactivas. 

d) Disminución de la afinidad del fármaco por sus receptores o aumento del número de 

estos. 

e) Disminución de la captación del fármaco activo por la célula cancerosa. 

f) Presencia de enzimas reparadoras del daño celular, que son importantes en la 

resistencia de los agentes alquilantes. 

g) El transporte de membrana puede encontrarse disminuido17, 28. (p. Ej. el cisplatino) 

 

Actualmente el cisplatino es uno de los fármacos quimioterapeúticos más importantes el 

tratamiento con este fármaco ya sea solo en combinación con etopósido y bleomicina; pueden 

lograrse tasas de supervivencia global de 80% a 90% 
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2.2.4 CIS-DIAMINO-DICLORO-PLATINO (II). (CISPLATINO). 

 

Se sabe que, aún cuando fue sintetizado por primera vez en 1845 por Peyrone y en 1898 

Werner separó esta molécula en sus isómeros cis- y trans-, fue hasta 1967 cuando el doctor 

Rosenberg descubrió las propiedades citotóxicas del cisdiaminodicloroplatino31. Rosenberg 

observó que el crecimiento de un cultivo bacteriano se inhibía cuando era sometido a una 

corriente eléctrica transmitida por electrodos de platino, más tarde se demostró que el efecto 

inhibidor sobre la multiplicación de las bacterias era consecuencia de que los electrodos de 

platino producían una sustancia tóxica, este material era el complejo de coordinación con 

platino, ahora mejor conocido como “Cisplatino”. Estudios posteriores realizados en bacterias y 

las células tumorales de mamíferos revelaron que este complejo de platino tenía actividad 

antineoplásica.  

Este fármaco se encuentra unido en alto grado a las proteínas plasmáticas (> 90%), 

tiene una constante de unión a la albúmina sérica (K) de 1.15x104  M-1 y un número de sitios de 

unión máximo de (n) 3.331. Se ha propuesto que el mecanismo de acción del cisplatino es 

semejante al de un agente alquilante e intercalante, y que se enlaza directamente con el 

nitrógeno de la posición 7 de las guaninas del ADN32. 

 

El cisplatino tiene efectos antitumorales significativos en los cánceres de ovario, 

testiculares, de cabeza, de cuello, cervical, pulmón y de huesos32. Desgraciadamente, al igual 

que cualquier fármaco antineoplasico, el cisplatino es muy tóxico y además presenta una 

solubilidad limitada en solución acuosa.  

 

 

 
                                                                            Pt 
 
 
                            

 

Figura 2. Estructura Química del Cisplatino 

 
Los resultados generados con la investigación sobre esta molécula han permitido llegar a 

las siguientes conclusiones.  

En primer lugar se observó que el metal de aquellos fármacos antineoplásicos que poseen 

una parte orgánica unida a un metal, actúa como centro de coordinación para las proteínas y 

los ácidos nucleicos de las células cancerosas. Por otro lado se observó que el uso de 

quimioterapéuticos cuyo principio es un complejo de coordinación ofrece las siguientes ventajas: 

 
  NH3 

Cl

Cl

NH3
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a) Las dosis que producen efectos biológicos son menores, es decir, se requiere de menor 

cantidad de sustancia para lograr el mismo efecto.  

b) La molécula inorgánica sufre menor grado de biotransformación después de ser 

suministrada. 

c) La presencia del metal ofrece una mayor especificidad33. 

 

El cisplatino también es importante, porque, a partir de su amplia evidencia experimental 

acumulada surgieron los postulados de Rosenberg y se ha demostrado que los compuestos de 

coordinación que satisfagan estos postulados tienen potencial antineoplásico. 

 

POSTULADOS DE ROSENBERG: 
 

a) Estos complejos deben intercambiar rápidamente sólo algunos ligantes en reacciones con 

moléculas biológicas. 

b) Los complejos deben ser eléctricamente neutros, aunque la forma activa puede estar 

cargada después de intercambiar algún ligante en la especie viva. 

c) Son necesarios dos ligantes cis monodentados (uno bidentado) como grupos salientes. 

Los isómeros trans son inactivos. 

d) La velocidad de intercambio de estos ligantes le dan intervalos específicos de labilidad a 

cada compuesto. 

e) Los ligantes no intercambiables en las moléculas deben estar fuertemente enlazados34. 

 

La ausencia de fármacos que sean capaces de reducir la tasa de mortalidad, la alta 

toxicidad y el alto costo, de los existentes ha estimulado la búsqueda de nuevos fármacos.  

 

De manera ideal esta búsqueda pretende encontrar fármacos con las siguientes 

características: 

• Ausencia de resistencia_ cruzada al cisplatino 

• Un espectro más amplio de actividad, particularmente en áreas clínicas donde el 

cisplatino no ha demostrado efectos terapéuticos significantes. 

• Disminución de efectos eméticos y renales (tóxicos directos en general) 

• Sinergismo en terapias combinadas. 

• Bajo potencial oncogénico35,36 

 

Las investigaciones han seguido principalmente dos caminos para reducir los efectos 

tóxicos de estos fármacos  
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1.- El desarrollo y la síntesis de análogos que tienen menos efectos tóxicos. Ejemplo los 

análogos o derivados del cisplatino. 

 2.- Reducción de la toxicidad por medio del uso de agentes completamente diferentes. 

Ejemplo, los agentes antiheméticos29,32,37. 

 

2.3. CASIOPEÍNAS. 

Tomando en cuenta lo anterior en 1975, la Dra. Ruiz Azuara, de la División de Estudios 

de Posgrado de la facultad de Química de la UNAM, inició un proyecto encaminado al 

desarrollo de fármacos antineoplásicos a partir de metales de transición, de preferencia 

biológicamente esenciales, esto con el fin de disminuir su toxicidad y costo10,11. Los compuestos 

de coordinación desarrollados por Ruíz Azuara mostraban, de manera teórica, una actividad 

biológica potencial. Dichos compuestos poseen una esfera de coordinación de metales de la 

primera serie de transición (Mn, Fe, Co, Ni, Cu, y Zn). Este grupo de compuestos a base de 

cobre se encuentran patentados y registrados por la UNAM con el nombre de CASIOPEINAS ® 

[Cu (4.1-dimetil-1,10-fenantrolina)(glicina)NO3].  

 

2.3.1 DISEÑO DE COMPLEJOS DE COORDINACIÓN DE COBRE CASIOPEÍNAS Y 

MECANISMOS DE ACCIÓN. 

La familia de compuestos Casiopeínas ® es un grupo de compuestos de coordinación de 

cobre (II) como centro metálico, que en la esfera de coordinación presentan un ligante 

bidentado de tipo diimina (N-N) y otro puede ser un aminoacidato (N-O) o donador (O-O)38. 

Este grupo de compuestos fue diseñado pensando en que la planaridad en la geometría de la 

molécula y el ligante diimina, con carácter hidrofóbico, le conferían la posibilidad de actuar 

como intercalante a través de interacciones con las bases púricas y pirimidicas del DNA y el 

ligante cargado le conferiría una polaridad necesaria para el transporte de la molécula. La 

naturaleza, número y posición de los sustituyentes en el ligante diimina son responsables de la 

variación en la actividad biológica. El centro metálico por su parte puede participar en ciclos 

redox para liberar ERO (Especies reactivas de oxígeno). La reducción del cobre (II) a cobre (I) 

de las Casiopeínas® provoca liberación de ERO y estas a su vez generan radicales libres, a 

través de las reacciones de óxido-reducción de tipo Fenton y Haber-Weiss. Los radicales libres 

permiten la liberación del oxigeno de la desoxirribosa y por consiguiente el rompimiento de la 

hebra, dando como resultado daños irreparables en su estructura39. Estos efectos no parecen 

tener relación con daño en la membrana plasmática, adicionalmente el cobre puede no 

intercambiar alguno de sus ligantes posiblemente el α- a-a. o donador O-O para coordinarse 

directamente con los donadores por nitrógeno de las bases formando enlaces similares a los 

observados con el cisplatino. 

Neevia docConverter 5.1



GENERALIDADES 

16 

Finalmente el α- a-a. ó donador por O-O se proponen como responsables de la 

modulación en la distribución y trasporte, y por lo tanto de la selectividad tumoral de la 

molécula. 

Algunos de estos compuestos han demostrado tener actividad citostática, citotóxica y 

antineoplásica en modelos, tanto in vitro como in vivo; sin embargo no se sabe como actúa el 

metabolismo sobre estos fármacos. Existen algunas evidencias de que las Casiopeínas son 

activadas por las enzimas del metabolismo.  

 

Las Casiopeínas actúan sobre la mitocondria en una manera dependiente del tiempo y la 

concentración al inhibir el estado 3 mitocondrial (fosforilación oxidativa), la respiración 

desacoplada y colapsando el potencial de membrana, inhibe la respiración celular y la síntesis 

de ATP, lo que puede comprometer los procesos dependientes de energía como la duplicación 

celular 40. Estos fármacos también pueden inducir la muerte celular por medio de apoptósis o 

necrosis. En las primeras etapas de la apoptósis hay cambios en la permeabilidad de la 

membrana mitocondrial, Esto permite la liberación del citocromo C y de otras proteínas 

mitocondriales conocidas como AIF (Factor de inducción de apoptósis) al citosol, estas 

moléculas activan a una familia de proteasas llamadas caspasas y a su acción proteolitica 

rompe proteínas estructurales y funcionales clave de la célula lo que provoca su muerte. Por 

otro lado se ha sugerido que las Casiopeínas pueden inducir apoptósis por una ruta alternativa 

en la cual no están involucradas las caspasas. En la necrosis las células se hinchan hasta que 

se rompe la membrana y se liberan las enzimas nocivas que a su vez matan las células 

circundantes.  

Tabla 1. Subfamilias y familias generales de las casiopeínas 

Subfamila Fórmula General 
Casiopeína I [Cu (4,7-difenil-fenantrolina)( O-N) ]NO3 
Casiopeína II [Cu (4,7-dimetil-fenantrolina)( O-N) ]NO3 
Casiopeína III [Cu ( N-N)(O-O)]NO3 
Casiopeína IV [Cu (4,4-dimetil-bipiridina)( O-N) ]NO3 
Casiopeína V [Cu (5R-fenantrolina)( O-N) ]NO3 
Casiopeína VI [Cu (5,6-dimetil-fenantrolina)( O-N) ]NO3 
Casiopeína VII [Cu (Fenantrolina)( O-N) ]NO3 
Casiopeína VIII [Cu (3,4,7,8-tetrametil-fenantrolina)( O-N) ]NO3 
Casiopeína IX [Cu (Bipiridona)( O-N) ]NO3 

 

A la fecha, se han sintetizado alrededor de 100 compuestos los cuales han sido 

agrupados en subfamilias de acuerdo al tipo de ligantes que contenga la molécula (ver tabla No. 

1), con base en los experimentos citostáticos y antineoplásicos in vitro, se procedió al desarrollo 

de los ensayos in vivo probando alguno de estos compuestos. Estas subfamilias son tóxicas para 

bacterias y han demostrado ser activas contra algunas líneas celulares tumorales in vivo 
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(L1210 y Calo) y tumores implantados en ratón (Sarcoma S180, melanócito B16, tumor de 

Lewis, LW-1 y leucemia linfoide L121041,42.  

 

Actualmente, tres de estos fármacos entre ellos, la Casiopeína IIgly, ha demostrado 

actividad antineoplásica en los ensayos exigidos dentro del panel de selección sugerido por el 

Cancer Institute de los Estados Unidos de América 38. 

 

2.3.2 CASIOPEÍNA IIgly 
 
2.3.2.1 PROPIEDADES FISICOQUÍMICAS. 
 

La Casiopeína IIgly [ [Cu (4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(glicina)] NO3, ] tiene un peso 

molecular de 407.87 g/mol, es un polvo fino de color azul (intenso), libre de partículas extrañas 

y homogéneo. Su densidad aparente es de 0.425 g/mL y tiene un tamaño de partícula entre >40 

<50 micras43.  

C H 3

NN

CH 3

C u

ONH 2

O

O H 2

 

N O 3 -

+

 
Figura 3. Estructura de la Cas IIgly. [(Acua 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(glicina).Cu(II)] NO3 

 
2.3.2.2 TOXICIDAD Y FARMACOCINÉTICA DE LA CASIOPEINA IIGLY 

La Casiopeína IIgly es potencialmente citotóxica contra las células Hela, células tipo 

Calo, murinas de leucemia L1210, contra los tipos de cáncer S180, B16 y LW144,45 

El complejo de cobre de esta molécula, mata a las células de carcinoma de ovario humano y las 

de leucemia murino por apoptósis y necrosis. La Casiopeína IIgly es altamente activa en líneas 

celulares resistentes al cisplatino y reduce la expresión de la metalotioneina, la cual es uno de 

los medios conocidos usados por las células cancerosas resistentes para eliminar a los fármacos 

anticancerígenos basados en metales46. También se une al DNA y aunque esto no es único, lo 

novedoso de su actividad puede deberse a que reacciona con agentes reductores y rompe la 

molécula de doble hélice en lugar de inhibir la replicación por cambios estructurales sobre la 

molécula del ADN o aumentando la reparación del ADN47,48,49. El efecto más importante in vivo 

de la Casiopeína IIgly es la hemólisis de glóbulos rojos, la cual se debe a la toxicidad del cobre50.  
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La Cas IIgly ha demostrado ser menos cardiotóxica que la andrimicina, la administración de 1 

µM de fármaco vía femoral reveló ser inocua 51.  

En un estudio farmacocinético preliminar se concluye que el perfil farmacocinético de la 

Casiopeína IIgly se ajustó al Modelo Abierto de Dos Compartimentos (MADC) por bolo 

intravenoso, tiene una vida media de 228.18 minutos y un volumen de distribución de 0.065 

litros, su depuración o aclaración (CL) es de 1.14 mL/min, y su Tiempo Medio de Residencia 

(TMR) es de 262.15 minutos. La Casiopeína IIgly alcanza su estado estacionario a los 120 

minutos y su fase de distribución es más rápida que la fase de eliminación45. Este fármaco es 

estable al agua, a fuerza iónica y a temperatura constante a pH = 7 durante 7 días. La DL50 en 

ratón por vía intraperitoneal es de 8.8 mg/Kg/P.C y de 16 mg/ Kg por vía intravenosa52. La 

Casiopeína IIgly inhibe significativamente la proliferación celular, incrementa las especies 

reactivas de oxígeno (ERO) e induce apoptósis de una manera dosis dependiente 40, 53. La dosis 

letal 99 (DL99) en perros es de 160 mg/m2 (8 mg/Kg). La administración intravenosa de esta 

dosis preparada en 100 mL de dextrosa al 5%, induce muerte de manera aguda, tal evento es 

causado por edema pulmonar y/o toxicidad cardiaca, después de un período de 30 a 50 minutos, 

después del  periodo de latencia. Su rango terapéutico es de 1.2 a 3 mg/m2 y el verdadero 

margen terapéutico de 20 a 50 mg/m2  54. 

Debido a que la Cas IIgly ha demostrado ser citotóxica en células sensibles y resistentes 

y menos tóxicas que el cisplatino, se decidió continuar con los estudios farmacocinéticos y 

tóxicologicos  

El grado de unión a proteínas es el parámetro que nos permitirá conocer el grado de 

distribución del fármaco dentro del cuerpo y de esta manera se podrá diseñar un régimen de 

dosificación adecuado con el que se pretende controlar y prevenir las situaciones críticas y/o 

agudas, disminuir los efectos adversos, así como mejorar la calidad de vida del paciente. 55  

 

2.4. UNIÓN A PROTEÍNAS 

El conocimiento del grado de unión de los fármacos a proteínas plasmáticas, es 

importante debido a que los efectos terapéuticos y tóxicos del mismo están directamente 

relacionados con la concentración de fármaco libre. 19, 55  

Una vez que el compuesto llega a la circulación sistémica, bien porque se haya 

administrado por vía endovenosa o bien porque haya sufrido un proceso de absorción tras su 

administración por vía oral u otra vía extravascular, se produce la distribución del mismo en 

las células sanguíneas, proteínas plasmáticas y agua plasmática.  56, 57, 58  

La distribución y disposición del fármaco en el cuerpo es regulado por (a) sus 

propiedades fisicoquímicas que permitirán su acceso a los sitios de unión extravascular, (b) por 

su grado de unión a las proteínas plasmáticas, el cual depende de la constante de afinidad (Kp) 
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de la proteína por el fármaco y (c) por su unión a las proteínas de tejidos, un proceso regulado 

por la densidad de los sitios de unión y la constante de afinidad. (Kt) (Fig 4).  

Un fármaco con elevada capacidad de fijación presenta valores de Kp entre 105 y 107 

L/mol, mientras que los fármacos con baja o moderada capacidad de unión tienen un valor de 

Kp entre 102 y 104 L/mol 

La fracción unida tiene valores comprendidos entre 0 y 1. Un valor de fu mayor de 0.9 

significa un importante grado de unión a las proteínas, mientras que valores inferiores a 0.2 

implican que la unión es escasa o prácticamente inexistente20 

 

 
Figura 4. Representación esquemática de la disposición del fármaco en el cuerpo. Donde KP, R, T, E = 

Constante de afinidad de las proteínas plasmáticas, de los receptores activos, de los tejidos y de los sitios 
de eliminación, respectivamente, del fármaco 

 

La velocidad de eliminación del fármaco varía de acuerdo a la depuración intrínseca del 

órgano de eliminación y el valor de la depuración intrínseca también esta asociada con la 

constante de afinidad del sistema enzimático del fármaco (KE).  

La cantidad del fármaco que alcanza el sitio de unión del receptor depende del valor 

relativo de todas estas constantes de afinidad. Por ejemplo si Kt es significativamente mayor a 

las demás constantes de afinidad significa que la mayor cantidad de fármaco se encuentra 

localizado en los tejidos y tendrá un gran volumen de distribución aún cuando la depuración 

sea potencialmente muy rápida. Aún cuando la KE es alta la eliminación es lenta porque el 

Fármaco unido 
a proteínas 
plasmáticas 

Fármaco libre 
en plasma 

Sitios de 
eliminación 
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fármaco unido al tejido tiene lento acceso al hígado, como pasa con muchos fármacos flujo 

dependiente.  

Debido a la complejidad de los procesos de equilibrio que regulan la disposición del 

fármaco, es difícil predecir las repercusiones de las interacciones fármaco- fármacos a nivel de 

la unión a las proteínas plasmáticas en la respuesta farmacológica, tomando en cuenta 

únicamente el proceso de desplazamiento, es esencial considerar la contribución de la unión del 

fármaco por las proteínas  del tejido, las características del proceso de eliminación, es decir si es 

saturable o no. Un cuadro más complejo aparece cuando se trata de predecir la repercusión de 

los cambios en la unión a las proteínas plasmáticas inducidos por enfermedades ya que es 

necesario tomar en cuenta la influencia de la enfermedad en (a) la unión del fármaco al tejido, 

(b) la eficiencia de las rutas de eliminación y (c) la respuesta farmacológica (Tabla 3). Es 

imposible predecir las repercusiones de los cambios en la unión a proteínas sobre la respuesta 

del fármaco sin una consideración cuidadosa del efecto simultáneo de la condición patológica 

sobre la unión a las proteínas plasmáticas y del tejido, sobre la eliminación del fármaco y aún 

más importante sobre la respuesta misma del fármaco59.   

Algunos estudios indican que las etapas avanzadas de cáncer están asociadas con una 

elevación de la AAG y una disminución progresiva de los niveles séricos de albúmina, por otro 

lado la reducción del tumor por cirugía o quimioterapia reduce los niveles de AAG60. 

Experimentos realizados con furosemida proporcionan pruebas de que los cambios en las 

proteínas plasmáticas resultan en un cambio significativo en la respuesta farmacológica, sin 

embargo la pregunta que debemos hacernos es, si cualquier cambio significará un ajuste de 

dosis. Se ha observado que se puede obtener una respuesta normal a tolbutamida cuando su 

unión a proteínas plasmáticas es afectada, esto justifica que la alteración del grado de unión a 

proteínas plasmáticas no necesariamente requiere el ajuste de la dosis.  

 La unión reversible de un fármaco a macromoléculas tales como proteínas es un proceso en 

equilibrio, que puede describirse por la ley de acción de masas20. 

 

2.4.1. PROTEÍNAS PLASMÁTICAS  

 Aunque el plasma humano contiene más de 60 proteínas20, la albúmina, la α-ácido 

glicoproteína (AAG) y lipoproteínas son consideradas las más importantes en la unión de 

fármacos. (tabla 2 ). 

 La albúmina con una masa molecular de 69 kDa es la proteína plasmática más 

abundante, el plasma contiene el 40% y el fluido intersticial el 60%61, 62; La mayoría de los 

fármacos se unen de manera reversible. Aunque la albúmina fija una gran variedad, 

desempeña un papel fundamental en la fijación de fármacos ácidos (aniónicos y catiónicos). La 

concentración normal sérica es de 35-50 g / L 63. 
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Tabla 2. Principales proteínas plasmáticas. b pueden disminuir en pacientes con cáncer. C se pueden 
incrementar en pacientes con cáncer 

Proteína 
Plasmática 

Fármacos que se unen 
a la proteína 

Peso Molecular 
(KDa) 

Rango normal de 
Concentraciones en plasma 
(g/Litro)                    Molar 

Albuminab ácidos débiles y 
neutros 69 35 - 50 5 - 7.5 X 10 -4 

α-1-aggc Básicos 44 0.4 – 1.0 0.9 – 2.2 X 10 –5 
Lipoproteínas 

Globulinas 
Fibrogeno 

Básicos 
200 – 3,400 

140 
400 

Variable 
25 
3 

Variable 

 
 Los fármacos básicos se unen principalmente a la α1-ácido glicoproteínas. La concentración 

de la AAG se puede ser afectada como consecuencia a una gran variedad de condiciones 

patológicas. La fracción libre de ciertos fármacos básicos puede disminuir en algunas especies 

animales, después del tratamiento con inductores de enzimas. (Tabla 3). 

Tabla 3. Factores que modifican la unión de compuestos a proteínas 

CAMBIOS ALBUMINA ∝1-ACIDO GLICOPORTEINA LIPOPROTEINAS 

 
A

um
en

ta
 

Tumores benignos 
Neurosis 
Paranoia 
Psicosis 

Esquizofrenia 
Deshidratación 

Ejercicio 
Hipotiroidismo 

 

Edad (vejez), obesidad, infecciones 
Cáncer 
Cirugía 

Estados Inflamatorios 
Insuficiencia o falla Renal 

Transplante renal 
Neumonía, Estrés 

Hipotiroidismo, Diabetes mellitus 
Enfermedades obstructivas del hígado. 

Artritis reumatoide 

Pancreatitis 
Alcoholismo 

Antihipertensivos 
Embarazo. 

Dieta alta en colesterol 
 

 
D

is
m

in
uy

e 

Tumores malignos 
Edad (neonatos y vejez) 
En pacientes quemados. 

Cirrosis 
Enteropatías 
Desnutrición 

Síndrome nefrótico 
Embarazo 

Insuficiencia renal 
Cirugía 

Desnutrición 
Hipertiroidismo 

Trauma 

Edad (neonatos) 
Cirrosis Severa 

Síndrome nefrótico 
Anticonceptivos orales 

Embarazo 

Hipertiroidismo 
Desnutrición 

 

 

2.4.2. MÉTODOS PARA LA DETERMINACIÓN DEL GRADO DE UNIÓN A PROTEÍNAS 

 

La diálisis al equilibrio, la ultrafiltración, la ultracentrifugación, la filtración en gel, la 

microdialisis, etc. son algunos de los métodos que han sido desarrollados para la medir de 

manera indirecta el grado de unión de los fármacos a las proteínas plasmáticas. Los métodos 

más comunes son la diálisis al equilibrio y el de ultracentrifugación porque los resultados se 
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obtienen en un tiempo menor al de los demás y la preparación de la muestra es de manera 

simple. Las  ventajas y desventajas de cada uno de ellos se resumen en la tabla No. 4 64. 

 

Tabla 4. Ventajas y desventajas de los métodos utilizados en la determinación indirecta del grado de 
unión a proteínas20, 66 

METODO VENTAJAS DESVENTAJAS 

DIALISIS AL EQUILIBRIO 

� Considerada como un método 
estándar. 

� Temperatura controlada. 
� Aparato de diálisis 

comercialmente disponible. 
� Técnica ampliamente 

utilizada. 

� Tiempo para alcanzar el 
equilibrio. 

� Degradación de proteínas de 
unión inestables. 

� Posible unión del fármaco a 
los componentes celulares. 

� Dilución de las proteínas 
plasmáticas. 

� Volumen de Shift. 
� Uso de buffers y cambio de 

pH. 

ULTRAFILTRACION 

� Utiliza pequeña cantidad de 
muestra 

� Técnica simple, rápida 
(menos de 30 min) y barata. 

� Kits Comercialmente 
disponibles 

� Ampliamente utilizada en la 
práctica clínica. 

� Escaso volumen del 
ultrafiltrado. 

� Posible unión del fármaco al 
filtro o al Eppendor. 

� Temperatura no controlada. 
� La constante de asociación 

del fármaco a la proteína 
puede cambiar cuando esta 
se concentra. 

� No necesita buffers. 

MICRODIALISIS Determinación “in vivo” 

� La sonda de microdiálisis 
permanece durante toda la 
experiencia. 

� Escaso volumen del 
dializado 

MICROSFERAS DE 
ALBÚMINA Técnica simple y barata 

� Temperatura no controlada 
� Unión limitada a la 

albúmina 
� Poca relevancia fisiológica 

 

  

2.4.3. ULTRAFILTRACIÓN 

 La ultrafiltración fue introducida al mismo tiempo que la diálisis al equilibrio 65; pero, la 

aplicación rutinaria de la técnica fue posible hace poco gracias al mejoramiento del equipo y las 

membranas. 

La separación física de fármaco libre y del fármaco unido se lleva a cabo al colocar 

plasma añadido del fármaco en estudio en una unidad de ultracentrifugación, que consta de dos 

compartimentos separados por una membrana semipermeable(ver fig 5) Está membrana 
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permitirá el paso del agua plasmática y de sustancias de bajo peso molecular, mientras las 

moléculas de gran tamaño, como las proteínas, quedarán retenidas, la filtración es asistida por 

una presión positiva generada por centrifugación. La principal ventaja de la Ultrafiltración es 

la rapidez (aprox. 30 min) el cual es un criterio importante en situaciones de monitoreo clínico y 

para fármacos inestables. Al igual que en la diálisis al equilibrio las propiedades de la 

membrana y el volumen son importantes. La adsorción de fármacos en la membrana es 

problemática a bajas concentraciones, especialmente para los fármacos lipofílicos.  

 

 Teóricamente, la concentración del fármaco libre es constante en el ultrafiltrado y el 

retenido, sin embargo una disminución en la concentración de fármaco libre en el retenido 

induce la disociación del fármaco unido. Para evitar este problema se recomienda que el 

ultrafiltrado no exceda del 40% del volumen inicial. 

 

 Otra ventaja de la ultracentrifugación es que las moléculas pequeñas, por lo regular pasan 

libremente a través de la membrana de ultrafiltración, por lo que su concentración debe ser la 

misma en ambos lados de la membrana durante el proceso e igual en la solución original. De 

esta manera se deben producir cambios mínimos en el microambiente (p. Ej. pH, fuerza iónica) 

durante la filtración66. 

 

 

 
Figura 5. Descripción esquemática de la ultrafiltración. Las moléculas de fármaco (•) no unidas a las 
proteínas (ο) y el agua plasmática pueden pasar a través de un filtro semipermeable, mientras que las 

moléculas unidas a las proteínas permanecen en el filtro. 

 
  En la actualidad hay una gran variedad de técnicas disponibles para la cuantificación de 

fármacos, incluyendo la cromatografía de líquido de alta resolución (CLAR), la cromatografía de 

gases, espectrofotometría, fluorometría, inmunoanalisis y métodos radioisotopicos. La elección 

de alguna de estas técnicas depende de las características fisicoquímicas del fármaco, de la 
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Moléculas de proteínas y 
de fármaco unido a 

proteínas  
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concentración a medir, de la naturaleza y cantidad del material biológico suero u orina, la 

disponibilidad de los instrumentos, del costo del ensayo, etc. 

 

2.5 CROMATOGRAFÍA DE LÍQUIDOS DEL ALTA RESOLUCIÓN  

 

La cromatografía de líquidos es una de las herramientas preferidas sobre otras técnicas 

por su alta especificidad, sensibilidad, su confiabilidad, la excelente separación de los 

componentes individuales derivados de una mezcla, etc 67.  

La CLAR permite identificar, separar y cuantificar los componentes de una mezcla de 

compuestos, con un límite de detección del orden de nanomoles.  

 

2.5.1 PRINCIPIO DE LA CLAR 

La separación de los componentes de una mezcla se realiza en base a su masa 

(cromatografía de gel), su carga (cromatografía de intercambio iónico) o por su capacidad de 

unirse a otras moléculas (cromatografía de afinidad)68. En la cromatografía de Líquidos de alta 

resolución (CLAR) un soluto orgánico o inorgánico se reparte entre una fase móvil líquida y un 

líquido orgánico adsorbido o enlazado a un soporte. Las dos fases mutuamente inmisibles 

entran en contacto, la mezcla de la muestra que se pone en contacto con la fase móvil, produce 

una serie de interacciones (particiones) repetitivas entre la fase estacionaria y la fase móvil a 

medida que se desplaza por el sistema arrastrada por dicha fase móvil. Las interacciones se 

basan en las diferentes propiedades físicas de los componentes de la muestra, estas 

interacciones determinan la velocidad de migración de cada componente, bajo la influencia de 

una fase móvil que se desplaza a través de una columna que contiene la fase estacionaria. Los 

componentes separados emergen en orden creciente de interacción con la fase estacionaria. El 

componente menos retenido es el primero en salir y el material más fuertemente retenido es el 

último. La CLAR puede dividirse en dos tipos: Fase normal y fase reversa. La fase normal usa 

una fase estacionaria polar y una fase móvil no polar, mientras que la fase reversa se basa en 

una fase estacionara no polar y una fase móvil polar.  

 

2.5.2 DESARROLLO DEL MÉTODO ANALÍTICO POR CLAR 

 

El éxito de CLAR en el desarrollo de un método analítico, depende de la elección 

correcta de las condiciones de operación: El tipo empaque de la columna, (así como su longitud 

y diámetro), la fase móvil, (su velocidad de flujo, temperatura de separación), tamaño de la 

muestra, etc. Para ello, es necesario contar por lo menos con las características de solubilidad 

del analito, sin embargo entre más conozcamos la molécula más fácil será decidir el mejor 
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método para su análisis. La estructura química, el peso molecular, el pKa, el comportamiento 

redox, un análisis preliminar por otras técnicas (espectro Uv-Vis o IR), la naturaleza del 

análisis, la estabilidad del fármaco, etc; es parte de la información que será de gran 

utilidad69,70. La selección del sistema cromatográfico líquido adecuado para cierta mezcla de 

solutos no puede hacerse con absoluta seguridad sin recurrir a pruebas experimentales. 

 

Uno de los principales problemas a los que se presenta el investigador al momento de 

desarrollar un método es la selección de la columna, la mayoría de las separaciones que se 

hacen actualmente usan cromatografía de fase reversa y fases de C8 y C18, ya que con ella se 

obtienen la separación deseada en la mayoría de los casos.  

 

Otro parámetro importante es la dimensión de la columna y el diámetro de las 

partículas del empaque. El tamaño de partícula más popular es de 5 µm dp, pero las partículas 

de 3 y 3.5 µm se utilizan ampliamente. Columnas con tamaño de partículas pequeñas generan 

un alto número de platos teóricos y alta presión. El solvente orgánico juega un papel 

importante en el control de la selectividad en las separaciones de fase reversa. La 

cromatografía de fase reversa nos permite seleccionar Metanol (MeOH), acetonitrilo (ACN) y 

tetrahidrofurano (THF), cada uno de ellos tiene sus ventajas71.  

 

Si la muestra es un compuesto neutral, de preferencia se debe utilizar agua como fase 

acuosa, sin embargo en el análisis farmacéutico y muchas otras aplicaciones encontramos 

frecuentemente compuestos iónicos. Estos compuestos requieren que se mantenga controlado el 

pH para obtener métodos reproducibles, si se mantiene completamente protonado o 

completamente ionizados se obtendrán mejores resultados, por lo tanto el pH de la fase móvil 

debe ser al menos 1.5 unidades abajo o arriba del pKa.  

 

Otros factores que se deben de considerar antes de iniciar el desarrollo del nuevo 

método, es el control de la temperatura, pues puede afectar la selectividad. Algunas veces es 

necesario algún reactivo de par iónico o trietilamina. 
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Tabla 5. Condiciones iniciales para el desarrollo del método por cromatografía de líquidos de fase 
reversa 

Separación variable Selección inicial preferida 
Columna  

Dimensiones 150 x 4.6 mm 
Tamaño de partícula 5 µm 

Fase estacionaria De silica gel químicamente unida  ODS (C8 y 
C18) 

Fase Móvil  
Solventes A-B Agua-  Modificador (MeOH, ACN,THF) 
% de solvente Variable 

Buffer Fosfato 25 mµ (pH 2.5), acido trifuroacetico o 
formico al 1% 

Aditivos tales como reactivos par iónico y 
aminas  

Velocidad de flujo 1 o 2 mL por min 
Volumen de inyección  
Temperatura 35 O C 
 

2.5.3 OPTIMIZACIÓN DEL MÉTODO ANALÍTICO 

Una vez que se ha obtenido exitosamente un sistema, se tiene un método preliminar el 

cual debe ser optimizado con el objetivo de mejorar al máximo la separación cromatográfica. 

En el proceso de optimización los parámetros cromatográficos a ajustar son: la 

resolución (R), el factor de capacidad (K)’, el número de platos teóricos (N) y el factor de 

selectividad (α) 

La resolución ( R ) Es el parámetro que expresa el grado de separación de los 

componentes de una mezcla, para lograr una buena R los picos deben alejarse tanto como sea 

posible y sus anchos de base deben ser pequeños.  

Un valor de 0.7 indica que los picos están solapados y cuando el  valor es igual o mayor 

a 1.5, significa que los picos están bien delimitados por lo que tendrá una buena resolución. 

El factor de capacidad (K’) relaciona volúmenes o tiempos de retención de un 

componente respecto a la fase móvil. Es el cociente entre las probabilidades de encontrar una 

molécula determinada de soluto en la fase estacionaria o en la fase móvil, o lo que es lo mismo, 

el tiempo de permanencia de dicha molécula en la fase estacionaria y en la fase móvil. El K’ es 

modificado al ajustar la fuerza de la fase móvil. El factor de retención proporciona información 

al analista acerca de la calidad de la separación. 

El número de platos teóricos (N). Es una característica importante de la columna, pues 

define la capacidad de la columna para producir picos anchos o angostos en otras palabras mide 

la capacidad de la columna para separar los componentes. Entre más angosto sea el pico, 

mayor será la eficacia de la columna y por lo tanto mayor el número de platos teóricos72.  
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Factor de selectividad (α).  Esta depende de la naturaleza de cada uno de sus 

componentes, fase móvil, columna, de la afinidad  de la muestra y el modo en que interaccionan 

entre si. Dicho de otro modo la variación de la resolución deberá ser provista de una 

modificación más o menos profunda en uno de sus componentes fundamentales del sistema 

cromatográfico, columna o fase móvil73. 

 

2.6 VALIDACIÓN DEL MÉTODO ANALÍTICO. 

Al final el método analítico debe ser validado, para demostrar que este cumple con el 

propósito para el cual fue diseñado, para garantizar el contenido de los analitos en las 

muestras y cumplir con los requerimientos de cualquier agencia regulatoria, ya sea de la USP 

(United States Pharmacopeia), la FEUM (Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos), la 

FDA (Food and Drug Administration), ICH (Internacional Conference on Harmonization ) o la 

ISO (Internacional Standar Organization) 74. De acuerdo a las organizaciones antes 

mencionadas, la validación de un método analítico debe cumplir con los parámetros de: 

linealidad, exactitud, precisión (repetibilidad y/o reproducibilidad) y especificidad, los cuales 

son generados a partir del análisis estadístico (o la comparación de los parámetros con un 

límite estadístico que ya existe) de los resultados generados durante la validación. 

Cuando un fármaco se encuentra en las etapas de su desarrollo no es necesario realizar 

todas las pruebas que comprenden la validación. Muchos investigadores se concentran en 

realizar las pruebas de: especificidad, de linealidad, de exactitud y precisión en la etapa 

preclínica. Los estudios restantes se realizan cuando el fármaco alcanza la fase III, etapa en la 

cual el fármaco tiene una alta probabilidad de ser un producto comercial69.  
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CAPITULO III. 
 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA  
E  

HIPÓTESIS. 

Neevia docConverter 5.1



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA E HIPOTESIS  

29 

 
 

 
3.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 
 
 

La Cas IIgly compuesto de coordinación, ha mostrado tener actividad antineoplásica en 

los ensayos exigidos dentro del panel del cernimiento sugerido por el Cancer Institute de los 

Estados Unidos de América en varios sistemas de prueba tanto in vivo como in vitro, incluso en 

líneas celulares resistentes al cisplatino. Por otro lado se ha demostrado que la Cas IIgly, es 

menos tóxica que el cisplatino hacia las células sanas 42,75. 

 

Esto hace a la Cas IIgly una fuerte candidata a ser utilizada como agente terapéutico en el 

tratamiento contra el cáncer. Sin embargo antes de iniciar las pruebas clínicas en humanos las 

autoridades regulatorias (FDA), exigen realizar una serie de pruebas de laboratorio, en 

diferentes especies animales en las primeras etapas del desarrollo del fármaco76,77, con la 

finalidad de demostrar que la nueva molécula es segura y eficaz. 

 

Por lo mencionado anteriormente se justifica continuar con el estudio del grado de unión a 

las proteínas plasmáticas como prueba biofarmacéutica la cual permitirá conocer la 

concentración de fármaco libre que es uno de los factores que regula la distribución del fármaco 

en el organismo.   

 

Debido a que la Cas IIgly es una molécula de reciente creación, hasta el momento no se 

cuenta con suficiente información ni métodos analíticos en fluido biológico que nos permitan su 

análisis,  por lo tanto, es necesario el desarrollo, la optimización y la validación de una técnica 

adecuada para la cuantificación del fármaco y la aplicación de este en el estudio de el grado 

unión a proteínas plasmáticas 
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3.1.1 HIPOTESIS 

 

Debido a que la Casiopeína IIgly es una molécula compleja que contiene un cromóforo 

en su estructura, con un peso molecular de 407.87 g/ mol y que es una molécula hidrófoba, se 

considera una buena opción la cromatografía de líquidos de fase reversa, empleando un 

detector UV para la cuantificación de esta molécula, por su simplicidad de uso, robustez y 

confiabilidad 

 

Por otro lado se espera que la Cas IIgly se una en un alto grado a las proteínas 

plasmáticas debido a que presenta un volumen de distribución pequeño. 
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4.1 OBJETIVOS 

 

 

 

• Determinar la solubilidad y estabilidad de la Casiopeína IIgly para llevar a cabo los estudios de 

unión a proteínas plasmáticas. 

 

 

 

• Desarrollar, optimizar y validar el método analítico por CLAR para cuantificar la Casiopeína 

IIgly en albúmina, plasma humano, de rata y perro. 

 

 

 

• Determinar el grado de unión a proteínas plasmáticas totales y albúmina de la Casiopeína IIgly, 

experimentando con diferentes concentraciones de fármaco, utilizando la técnica de 

Ultrafiltración. 
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4.2 PARTE EXPERIMENTAL. 

MATERIAL 

Filtros Amicon Ultra - 4 PLGC los cuales contienen una membrana de baja unión de celulosa regenerada 

con un cut-off de 5, 000 MW. 

 

4.2.1 EQUIPO. 

Espectrofotómetro marca Agilent. 

Desionizador Milli Q Water System, Milipore No. 01395 - C, Millipore Corporation. 

Potenciometro Termo Orion. Modelo: 410. 

Sonicador Fisher Scientific FS60 

Vortex Thermolyne, Mod M16715. 

Centrifuga Refrigerada, Thermo IEC, modelo: Micromax RF. 

Centrífuga Eppendorf. Mod.5416 

Equipo para filtración de disolventes, Millipore 

Congelador Lab-Line, Frigid-Cab. Cat No. 3552, temperatura – 20 oC. 

 

 

  El sistema cromatográfico utilizado, fue un cromatógrafo de líquidos Agilent serie 1100 de Agilent 

Technologies, que consta de una bomba cuaternaria (G1311A), un inyector automático (G1313 A), un 

desgasificador (G1322A) y un detector de arreglo de diodos (DAD) (G1315B). El control del instrumento, 

la adquisición y manejo de los datos se realizó con el software Chemstation. Para llevar a cabo la 

separación de los analitos se utilizó una columna de fase reversa la cual se protegió con una precolumna. 

   
4.2.2 REACTIVOS  

Casiopeína IIgly, proporcionada por la Dra. Lena Ruiz Azuara.   

Metanol grado HPLC. Tecnolab.  

Hexansulfonato de sodio. Grado HPLC. Regis Technologies, Inc. 

Agua grado HPLC 

Acetonitrilo grado HPLC. Tecnolab.  

Tetrahidrofurano grado HPLC 

Acido acético glacial grado reactivo. T.J Baker 

EDTA. R.A. Técnica Química, S. A 
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4.2.3 MATERIAL BIOLÓGICO. 

Plasma humano donado por el Instituto Nacional de Cancerología. 

Plasma de perro y rata, donado por la Unidad de Experimentación Animal. 

Albúmina Bovina. Sigma Chemical Co. 

 

4.2.4 SOLUCIONES. 

Solución Stock de Casiopeína IIgly de 1000 µg/ml 

Solución de Casiopeína IIgly de 100 µg/ml 

Solución de albúmina, 45 mg/ml. 

Solución de Tween 20 al 0.25 %. 

 

4.3 PRUEBA DE SOLUBILIDAD 

La prueba de solubilidad de la Casiopeína IIgly se realizó de acuerdo a la prueba de solubilidad, 

establecida en la FEUM 78 ver tabla No 6. La muestra se agitó con un vortex durante 30 segundos a 

intervalos de 5 minutos durante 30 minutos a una temperatura de 25 o C 79. 

 

Tabla 6. Determinación de la solubilidad de la molécula en diferentes disolventes orgánicos  

Términos Partes del disolvente en volumen 
requerida para una parte del soluto 

Muy soluble Menos de una parte 
Soluble De 1 a 10 partes 
Poco Soluble De 11 a 30 partes 
Ligeramente Soluble De 31 a 100 partes 
Muy ligeramente soluble De 101 a 1000 partes 
Casi insoluble Más de 1000 partes 

 

4.4 ESPECTRO DE ABSORCIÓN  

Para determinar el espectro de absorción de la Casiopeína IIgly, se preparó una muestra (0.5 

mg/mL) en una solución de metanol/agua 50:50 y posteriormente se hizo un barrido de 200 a 700 nm en 

un espectrofotómetro UV/Vis utilizando una celda de 1cm.  

 

4.5 ESTUDIO DE ESTABILIDAD PRELIMINAR DE LA MUESTRA ANALÍTICA. 

Para la determinación de la estabilidad de la Cas IIgly, durante su manejo, almacenamiento y 

procesamiento; se preparó por triplicado una muestra de Cas IIgly con una concentración de 5 µg/mL en 
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una solución de MeOH/H2O 50:50. Después se midió la absorbancia inicial de cada muestra a una 

longitud de onda de 273 nm. Se fraccionó cada una de ellas en 3 porciones las cuales se almacenaron 

bajo distintas condiciones (refrigeración y protegidas de la luz, temperatura ambiente y expuesta a los 

rayos solares) durante un tiempo de acuerdo a lo establecido en el protocolo ( 1hr, 24 hrs, 3er día, 10 día, 

15 día y 21 días). Una vez trascurrido el tiempo las muestras se reanalizaron bajo las mismas 

condiciones de operación utilizando una curva de referencia recientemente preparada. 

Los resultados fueron analizados utilizando los métodos estadísticos apropiados. Uno de ellos es la 

obtención de intervalos de confianza que describen la diferencia de los resultados de cada una de las 

condiciones, respecto a los resultados iniciales, basados en la distribución “t” de Dunnett80. 

Criterio de aceptación.  

a) Su intervalo de confianza incluye el valor de cero. 

b) di< 2%, para métodos cromatográficos. 

     
4.6 DESARROLLO DEL MÉTODO ANALÍTICO DE LA CASIOPEÍNA IIGLY. 

En el desarrollo del método analítico para identificación y cuantificación de la Cas IIgly en las 

diferentes matrices, se probaron diferentes tipos de columnas de fase reversa C8 y C18 de diferentes 

longitudes y tamaños de partícula. Se probaron diferentes fases móviles las cuales se prepararon con 

diferentes solventes orgánicos (metanol, acetonitrilo y tetrahidrofurano) y agua o algún buffer en 

diferentes proporciones y velocidades de flujo. Las longitudes de onda que se utilizaron fueron 254 nm 

(pico máximo de la Casiopeína IIgly) y  273 nm, y se hizo un barrido con el detector de arreglo de diodos. 

Dichos experimentos se llevaron a cabo a temperatura ambiente.  

 

Para llevar a cabo la extracción de la muestra se probaron diferentes tipos de filtros, los cuales 

contenían un tipo diferente de membrana, con el fin de elegir aquel que tuvieran una membrana en la 

que la Cas IIgly no se adhiera o fuera mínima. 

 

Una vez que se determinaron las condiciones cromatográficas y el método de extracción para la 

cuantificación del ultrafiltrado de la Cas IIgly se procedió a  optimizar y validar el método de acuerdo a 

los métodos bioanalíticos en la guía de la FDA. 

 

4.7 OPTIMIZACION DEL MÉTODO ANALÍTICO. 

4.7.1 ADECUABILIDAD DEL SISTEMA DE MEDICION.  

Con el propósito de asegurarnos de que el cromatógrafo funcionaba apropiadamente, 

independientemente de las condiciones ambientales se midió su adecuabilidad. Para esto se preparó una 
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muestra de Casiopeína IIgly y se inyectó por quintuplicado a diferentes tiempos y finalmente se 

evaluaron los siguientes parámetros cromatográficos81: 

 

1) Respuesta del analito. El Coeficiente de Variación (CV) debe ser menor de 2.0 % 

2) Retención relativa (Rr) 

3) Factor de coleo (T). El cual no debe ser mayor de 2 

4) No. de platos teóricos (N). 

5) Resolución. El cual debe ser mayor de 2 

 

4.8 VALIDACION DEL MÉTODO ANALÍTICO. 

 

4.8.1 SELECTIVIDAD. 

Para confirmar que el método desarrollado es capaz de cuantificar únicamente a la Cas IIgly sin 

que exista interferencia de los componentes endógenos o exógenos se prepararon blancos de albúmina 

bovina, de plasma humano, de rata y de perro, y muestras Cas IIgly, Busulfan, 5-fluorocilo, taxol o 

cisdiaminodicloroplatino,  las cuales fueron aforadas con alguna de la matrices y analizadas  de acuerdo 

al método analítico82.  

 

4.8.2 LINEALIDAD DEL SISTEMA.   

            Para asegurarnos de que los resultados obtenidos directamente o por una transformación 

matemática definida, son proporcionales a la concentración de la Cas IIgly dentro de un intervalo 

determinado, se preparó por triplicado 1 curva de calibración utilizando 6 diluciones, preparadas de 

manera independiente en el intervalo de concentraciones de 2 a 50 µg/mL y se midió la respuesta 

analítica bajo las mismas condiciones de operación. La linealidad del sistema se probó 2 días.   

Criterios de aceptación: 

a) El coeficiente de determinación de la relación lineal simple, debe ser mayor a 0.99.  

b) El intervalo de confianza de la pendiente (IC ) (β1). No debe incluir el cero 80. 

 

4.8.2.1 TRATAMIENTO DE CARTUCHOS DE ULTRAFILTRACIÓN AMICON Y PUNTAS DE 

MICROPIPETAS CON TWEEN 20 AL 0.25%. 

El presente tratamiento se realizó con la finalidad de evitar que la Cas IIGly se absorbiera a la 

membrana del filtro de ultrafiltración. 
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Se colocó 1 ml de la solución de tween 20 en los filtros Amicon (Cut off 5000) y se centrifugó 

durante 15 minutos a 5,000 rpm, posteriormente se desechó la solución y se repitió esta operación tres 

veces más. Las puntas se dejaron remojando en esta solución por lo menos durante 10 minutos. 

Finalmente se desechó la solución. 

 

4.8.3 PRECISION DEL SISTEMA (repetibilidad). 

El grado de concordancia de los resultados analíticos obtenidos dentro de una serie de 

mediciones efectuadas en una misma muestra homogénea bajo las mismas condiciones de operación 

(mismo analista, mismo día, mismo laboratorio etc) se determinó utilizando los datos de la linealidad, 

calculando el CV para cada nivel de concentración. 

Criterio de aceptación: CV ≤ 1.5% 

 

4.8.4 LINEALIDAD DEL MÉTODO  

La linealidad del método se determinó al analizar 3 muestras (40, 20 y 4µg/mL) preparadas por 

quintuplicado de Cas IIgly en agua. De acuerdo a la NOM –17783, la concentración de dichas muestras 

debe de estar dentro de la curva, pero, deben ser diferentes a los puntos que conforman la curva. 

Después se colocó 1 mL de cada una de las muestras en un tubo de ultracentrifugación Amicon, el cual 

fue previamente acondicionado con tween 20. Posteriormente se centrifugaron durante 30 min a 5,000 

rpm y finalmente el filtrado se colocó en un vial ámbar y se realizó el análisis en el cromatógrafo.  

Se comparó la cantidad de fármaco que se obtuvo de una curva preparada con muestras filtradas 

con una sin filtrar con la finalidad de conocer la cantidad de fármaco que se pega al filtro y a la 

membrana de este. 

Criterios de aceptación. 

Cantidad adicionada vs cantidad recuperada: m ≈ 1, B ≈0, y r2 ≥0.98. 

 

4.8.5 PRECISIÓN DEL MÉTODO. 

 

4.8.5.1 REPETIBILIDAD. 

Para determinar la variabilidad en un mismo día se analizaron las muestras utilizadas para la 

linealidad del método. 

Criterio de aceptación: El CV no debe ser mayor del 15%83. 
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4.8.5.2 REPRODUCIBILIDAD INTRALABORATORIO. 

 Para determinar la variabilidad en diferentes días se analizaron una vez al día 15 muestras durante 

dos días diferentes. 

Criterio de aceptación.  

El C.V no de ser mayor del 15%. 

 

4.8.6 EXACTITUD.  

La concordancia que existe entre un valor obtenido experimentalmente y el valor considerado como 

verdadero, se expresa como el porcentaje de recobro obtenido al analizar las muestras a las que se les 

adicionó cantidades conocidas del analito. Para el estudio de la exactitud se empleó el método de 

recuperación, mediante la preparación de muestras con diferentes concentraciones de Casiopeína IIgly 

Simultáneamente, se analizaron la linealidad del método y el intervalo. El análisis se realizó por 

triplicado.  

Criterio de aceptación: El valor promedio de las determinaciones en cada nivel de concentración de los 

datos de repetibilidad y reproducibilidad deben estar dentro 15% del valor nominal de concentración 83. 

 

4.8.7 ESTABILIDAD  

La conservación de las muestras es un factor crítico en la evaluación del método, pues es frecuente 

que en una corrida en la que se analizan varias muestras haya algún tipo de retraso o que el análisis de 

realice durante toda la noche. Se considera que no existen problemas si los resultados obtenidos en esta 

prueba, en los diferentes tiempos de análisis, no difieren de los obtenidos con las muestras analizadas 

inmediatamente en más de un 20% o el intervalo de confianza incluye el valor de cero. En esta prueba se 

examinó durante 24 hrs una muestra de Cas II gly la cual permaneció en el automuestreador durante 

dicho período 80.  

4.8.8 LIMITE DE DETECCIÓN (LOD). 

Para conocer la concentración mínima que proporciona una señal detectable, se cuantificó el 

nivel del ruido del sistema cromatográfico y se multiplicó por 3. 

    

4.8.9 LIMITE DE CUANTIFICACION (LOQ).  

Es la concentración mínima en la cual el método analítico es lo suficientemente preciso y exacto 

para dar un estimado satisfactorio de una muestra desconocida. El LOQ se define como la concentración 

más baja que esta incluida en la curva de calibración. 
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Criterio de aceptación: El valor promedio debe caer dentro del + 20% del valor nominal con un 

coeficiente de variación no mayor del 20%. 

 

4.9 DETERMINACIÓN DEL GRADO DE UNION A PROTEINAS PLASMÁTICAS DE LA 

CASIOPEÍNA IIgly, POR EL MÉTODO DE ULTRAFILTRACIÓN. 

 

4.9.1 PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS EN: ALBÚMINA, PLASMA HUMANO, PLASMA DE 

PERRO Y DE RATA. 

ALBUMINA  

Durante el análisis del grado de unión a proteínas de la Casiopeína IIgly a albúmina, fue 

preparada una solución de albúmina de 45 mg/mL, concentración equivalente a la que se encuentra en el 

organismo humano. Por triplicado se prepararon muestras de Cas IIgly cuya concentración final fue de 

50, 25 y 15 µg/ml las cuales fueron aforadas con la solución de albúmina 

 

PLASMA DE DIFERENTES ESPECIES.  

En primer lugar se realizó, la filtración de cada uno de los tipos de plasma con el objeto de 

limpiarlo lo más posible. Por otro lado en un matraz se colocó la cantidad adecuada de Cas IIgly para 

obtener las concentraciones requeridas (15, 25 y 50 µg/ml) y finalmente se aforaron con el plasma. 

 

Se seleccionaron las concentraciones de 15, 25 y 50 µg/ml porque el método es sensible en este 

intervalo. 

 
4.9.2 TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS 

 Una vez preparadas las muestras de la Cas IIgly, en albúmina o plasma, se agitaron con un vortex 

durante 10 segundos y se incubaron a 37° C durante 30 minutos. Posteriormente se colocó 1 mL de cada 

muestra en los filtros de ultracentrifugación Amicon los cuales fueron previamente tratados con tween 

20, al 0.25 % y se centrifugaron a 5,000 rpm durante 30 minutos a 37°C84 Fig 6. 

 Finalmente se inyectaron 50 µL del ultrafiltrado en la columna de fase reversa, el cual fue 

monitoreado a una longitud de 273 nm. La corrida se llevó a cabo con una fase móvil isocrática a una 

velocidad de flujo de 1 mL /min. 

Por otro lado se preparó una curva patrón en agua, la cual se corrió bajo las mismas condiciones 

cromatográficas.  
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La fracción libre del fármaco (FL) se calculó con la siguiente fórmula: 

 

(FL)=
CuCl

Cl
+

 

Donde: 

Cl = Concentración de fármaco libre. 

Cu = Concentración de fármaco unido 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 6. Diagrama de flujo del tratamiento de las muestras de albúmina, plasma humano, de perro y de rata. 

 
 

 

Albúmina  
Bovina 

Plasma 
Humano 

Plasma de 
perro 

Plasma de 
rata 

Agitar 30 seg e incubar a 37 oC durante 15 
min 

Colocar 1 ml de la muestra en los 
cartuchos Amicon

Centrifugar durante 30 minutos a 5000 rpm

Inyectar 50 µl del ultrafiltrado 
en el HPLC 

Solución stock de Cas IIgly 
(MeOH/H2O 50:50) 
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5.1 SOLUBILIDAD DE LA CASIOPEINA II. 

Tabla 7. Resultados de solubilidad de la Cas IIgly en los diferentes disolventes orgánicos 

 MeOH EtOH 
MeOH/Agua 

(50:50) 
Agua 

Sol. Amortiguadora de 

fosfatos 
ACN THF 

Muy soluble x x x     

Soluble    x    

Poco Soluble        

Ligeramente 

soluble 
    x   

Muy ligeramente 

soluble 
       

Casi insoluble      x x 

 

De acuerdo a los resultados mostrados en la tabla No. 7. la Cas IIgly es una molécula 

fácilmente soluble en metanol y agua, ligeramente soluble en una solución de fosfatos y casi 

insoluble en ACN y THF. 

 

5.2 ESPECTRO DE ABSORCIÓN. 

El espectro de absorción ultravioleta/ visible de la Casiopeína IIgly (0.5 mg/mL) en 

solución de metanol/agua 50:50 mostró dos picos máximos uno a 209 y el otro 273 nm y un pico 

mínimo a 248 nm Ver fig. No 7. 

 

 

Figura 7. Espectro de adsorción de las Cas IIgly en metanol / agua (50:50) a temperatura ambiente. 
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5.3 ESTABILIDAD.  

En la tabla 8 se presentan los resultados en los que se evaluó la estabilidad de la 

Casiopeína IIgly preparada en una solución de metanol/agua 50:50 bajo diferentes condiciones. 

Los límites de confianza de la muestra que se encuentra en condiciones de refrigeración y 

oscuridad incluyen al cero, esto significa, que la Casiopeína IIgly es estable únicamente bajo 

estas condiciones.  

 

Tabla 8. Resultados de absorción de la Cas IIgly en condiciones de refrigeración, ambiente y expuestas 
a la luz.*LSC Límite superior de Confianza, **LIC Límite inferior de confianza 

Condición /Tiempo 1er 24 horas Día 3 Día 10 Día 15 Día 21 
Refrigeración   LSC*  

                    LIC**       
0.255 
-3.864 

1.058 
-6.069 

5.713 
-6.908 

6.424 
-3.319 

2.569 
-5.401 

4.722 
-10.011 

Ambiente         LSC.  
                LIC 

-3.202 
-6.286 

-3.715 
-6.632 

-0.372 
-7.915 

___ ___ ___ 

Luz                   LSC.  
                 LIC 

-14.220 
-29.933 

-21.652 
-21.652 

___ ___ ___ ___ 

 
 

Por el contrario en la fig No. 8, se observa claramente un cambio drástico en la absorbancia 

de la muestra que se expuso a la luz, desde la primera hora de su análisis lo que significa que 

la Cas IIgly es una molécula fotosensible.  

 
 

fotosensible.

Estabilidad de la muestra
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Figura 8. Estabilidad de la muestra en una solución de metanol agua 50:50. 
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5.4 DESARROLLO DEL MÉTODO ANALÍTICO. 

Durante el desarrollo del método cromatográfico se probaron varias fases móviles las cuales fueron preparadas con diferentes solventes 

orgánicos a diferentes proporciones con diferentes tipos de columnas a diferentes velocidades de flujo y volúmenes de inyección (ver tabla  

No 9).  

Tabla 9.  Condiciones cromatógraficas probadas durante el desarrollo del método analítico para la cuantificación de la Cas IIgly por Cromatografía de 
Líquidos de Alta Resolución. 

Fase móvil Longitud de 
onda 

Vol de 
inyección Columna Velocidad 

de flujo tr Comentarios 

MeOH/H2O 
50:50 
80:20 
60:40 
20:80 

273 y 209 nm 100 µl C18 symetry 250 x 4 
mm waters 

0.8 mL 
0.9 

No 
detectado  

ACN/H2O 
(50:50) 

273 y 254 nm 100, 50, 15 
µl 

C18 symetry 250 x 4 
mm waters 0.8 mL No 

detectado  

MeOH/PO4 
40:60 
60:40 

273 y 254 nm 100, 50, 15 
µl 

C18 symetry 250 x 4 
mm waters Diferentes No 

detectado  

MeOH/H2O 
58:42, pH 4.0 

273 y 254 nm 100 y 50 µl C18 symetry 250 x 4 
mm waters 0.7 ml 8.6 Pico con hombros 

MeOH/H2O/ACN 273 y 254 nm 100, 50, 15 
µl 

C18 symetry 250 x 4 
mm waters Diferentes  Cortos Tr 

N
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Diferentes pH´s ácidos 

MeOH/H2O/ACN 
72.5:24:3.5, pH 3.0 

273 y 254 nm 15 µl Econosphere NH2 5 µl, 
150 x 4.6 mm 0.7 mL 4 minutos Hombro ligero 

MeOH/H2O/ACN (70:26.5: 3.5) 
pH 3.0 273 y 254 nm 100 Zorbax SB C18 4-6 x 

250 mm, 5 1 mL 2.1 Pico muy coleado 

MeOH/H2O/Hexansulfonato de 
sodio 5 µm 72:25:3, pH 3.0 273 y 254 nm 15 µl Zorbax SB C18, 250 

mm 1 mL 2.554 Tr corto 

MeOH/H2O/Hexansulfonato de 
sodio 5 µm 72:25:3, pH 3.0 273 y 254 nm 15, 50 y 100 C18 symetry 250 x 4 

mm waters 15, 50 2.6 Pico retenido 

MeOH/Hexansulfonato 0.008 M 
Diferentes proporciones 273 y 254 nm 15 Nucleosil NH2 0.7 1.7 

minutos Pico coleado 

MeOH/Hexansulfonato de sodio 
0.003 M (50:50)  254 nm 50 Termo Hypersil 1 mL 2.3 Pico chato 

MeOH/H2O pH 3.0 
25:75 

273 y 254 nm 50 Grom sil Amino 0.7 mL 2.095 Pico perfecto 

Hexansulfonato de 
sodio)/(metanol) 45:55 pH 3.35 273 y 254 nm 100, 50, 15 

µl 
Phenomenex Luna 5µ 
C18 (2) 100 A de 250 x 

4.6 mm 
1, 1.5 mL 7 Pico retenido 

N
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al estar en plasma. En los 5.4.1 OPTIMIZACION DEL METODO ANALITICO 

 Los mejores parámetros cromatógraficos se obtuvieron con las siguientes condiciones 

cromatográficas: 

Columna: Phenomenex Luna 5µ C18 (2) 100 A de 250 x 4.6 mm, protegida por una precolumna 

Phenomenex de 4 x 2 mm. 

Fase móvil: (EDTA / Hexansulfonato de sodio)/(metanol) 45:55 pH 3.35 

Velocidad e flujo: 1 ml/min. 

Longitud de Onda: 273 nm. 

Volumen de Inyección: 50 µl. 

 Con esta concentración de EDTA en la fase móvil  la Casiopeína IIgly es retenida lo 

suficiente y se evita que el pico salga al mismo tiempo que algún pico del plasma. Por otro lado 

el tiempo de corrida no es muy largo. El control del pH en la fase acuosa de la fase móvil es 

importante, de lo contrario hay problemas de resolución de picos o de coleo.  

 

5.5 VALIDACIÓN DEL MÉTODO ANALÍTICO. 

5.5.1 ADECUABILIDAD 

C.V <  2 

Factor de coleo (T). = 1.013 

No. de platos teóricos por metro (N). = 22622. 

Resolución = 3.069 

 

5.5.2 SELECTIVIDAD 

En la figura 9 se presentan los cromatógramas obtenidos al analizar los blancos de agua, 

los blancos de plasma, albúmina y fase móvil, así como las muestras añadidas con Cas IIgly y 

otros fármacos, en ellos se observa que las impurezas o sustancias endógenas de la albúmina 

bovina  cuyo tr =1.9 min o de alguno de los blancos no interfieren con la determinación de la 

Casiopeína IIgly, la cual mostró un tr de 6.8 minutos al encontrarse en agua y de 8.0 minutos 

al estar en plasma. En los cromatógramas generados en el análisis de Busulfan, 5-fluorocilo, 

taxol o cisdiaminodicloroplatino se observó un pico hombreado con Tr de 2.0. Finalmente esto 

significa que el método no interfieren en la determinación de la Cas IIgly. La resolución entre 

los picos presentes en cualquiera de las matrices y nuestro pico de interés es mayor de 2. 
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Figura 9. Selectividad del método analítico para la cuantificación de la Cas IIgly.  a) En el Blanco de agua solo se 
observa un pequeño pico negativo entre los 2 y 3 minutos  b) Agua +Cloranfenicol (tr=5.4 min)+ Cas IIgly (Tr = 
6.8).  c) El blanco de albúmina bovina muestra un pico entre el minuto 1.5  y 2.2 . d) al agregar Cas IIgly a una 

solución de albúmina bovina, se observa un pico a los 6.8 minutos en el cual no se encontró ningún otro pico. e) En 
el blanco de plasma humano se observan 3 picos el primero a los 2.3, el 2do a los 2.6 y el 3 ero a los 5.063 minutos 
d) Al agregar una muestra de Cas IIgly al plasma se observan 2 picos adicionales a los 5.3 y 8.023 min, los cuales 

no se enciman con los picos del plasma. 
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5.5.3 LINEALIDAD DEL SISTEMA.  

La linealidad del sistema fue evaluada al analizar las 3 curvas preparadas en 

soluciones acuosas de Casiopeína IIgly en el rango lineal de 2 a 50 µg/mL, obteniéndose un 

coeficiente de correlación promedio de 0.9992. La ecuación de la regresión lineal obtenida 

mediante un análisis de regresión por mínimos cuadrados fue: y = 99.904X - 130.85 y el 

intervalo se confianza se encuentra entre: 98.2773 y 101.53. Ver figura 10.  

Dado que el coeficiente de correlación es mayor de 0.99 y que el intervalo de confianza 

no incluye el cero se considera un sistema lineal en el intervalo de concentraciones de 2 a 50 

µg/mL. 
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Figura 10. Linealidad del sistema para la cuantificación de Cas IIgly en plasma. 

5.5.4 PRECISIÓN DEL SISTEMA.  

Los coeficientes de variación en porciento obtenidos para cada nivel de concentración se 

presentan en la tabla No. 10, donde se observa que el valor más alto obtenido es 1.4 %. Por lo 

que se considera un sistema preciso ya que el límite es de 2%. 

 
Tabla 10. Resultados de Precisión del sistema 

Conc. (µg/ml)
Área Prom. 

N= 3  %CV 
2 119.3 0.9 
10 876.3 1.3 
15 1317.5 1.2 
25 2365.2 1.4 
35 3302.8 1.1 
50 4920.6 0.5 

Concentración µg/ml 
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5.5.5. LINEALIDAD DE MÉTODO. 

En la tabla No. 11, se muestran los resultados de linealidad del método analítico, obtenidos 

de las 3 curvas de calibración trabajadas con  6 puntos. En esta figura se observa una r2 de 

0.998, este resultado es aceptable.  
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Figura 11. Linealidad del Método la cuantificación de Cas IIgly en plasma 

Tabla 11. Repetibilidad del método analítico para la cuantificación de la Cas IIgly. 

Conc. en %  RECUPERADO       
ug/ml Mta 1 Mta 2 Mta 3 Mta 4 Mta 5 Prom. Desvest %C.V 

4 87.20 87.49 83.83 85.46 86.32 86.06 1.4 1.7 
20 89.19 89.17 92.14 91.38 92.13 90.80 1.5 1.6 
40 98.89 99.54 98.34 98.34 98.00 98.62 0.6 0.6 

 

5.5.6 PRECISIÓN (REPETIBILIDAD)DEL MÉTODO Y PORCENTAJE DE RECOBRO 

La evaluación de estos parámetros, así como el de la exactitud, se realizó utilizando los 

resultados obtenidos de las muestras control (Tabla 11), en la cual se observa que % CV es 

menor a 15% lo que implica que el método es preciso. Al interpolar los datos de las muestras 

control en las curvas del sistema Vs las curvas del método, se obtiene un porcentaje  de 98.6 a 

86.06, obteniéndose un promedio de 91.83 %.  

 

5.5.6.1 REPRODUCIBILIDAD 

La reproducibilidad del método analítico fue evaluada durante dos días diferentes por un 

mismo analista (Ver tabla No. 12). El método analítico se considera reproducible, dado que el 

CV no fue mayor del 10% al comparar los resultados de ambos días en el rango de 

Concentración µg/ml 
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concentraciones estudiado. Lo que llama la atención es que el CV es más alto en la muestra de  

mayor concentración en el día 2. 

Tabla 12. Reproducibilidad intralaboratorio del método analítico de la Cas IIgly. 

  Conc. en  %  RECUPERADO       
 µg/ml Mta 1 Mta 2 Mta 3 Mta 4 Mta 5 Prom. Desvest %C.V

4 87.20 87.49 83.83 85.46 86.32 86.06 1.4 1.7 
20 89.19 89.17 92.14 91.38 92.13 90.80 1.5 1.6 Dia 1 
40 98.89 99.54 98.34 98.34 98.00 98.62 0.6 0.6 
4 87.38 87.04 86.83 88.08 88.01 87.47 0.5 0.6 
20 87.41 87.98 85.84 88.36 88.18 87.55 0.7 0.9 Dia 2 
40 92.27 94.24 90.17 93.24 93.14 92.61 1.5 1.6 

 

5.5.7 EXACTITUD.  

De acuerdo al criterio de aceptación de la sección 4.8.6, el valor promedio de cada nivel 

de concentración se encuentra dentro de los límites de aceptación que se muestran en la tabla 

No. 13. 

Tabla 13. Exactitud del método analítico para la cuantificación de la Cas IIgly. 

Conc. 
en  RESULTADOS EN µg/ml     

ug/ml Mta 1 Mta 2 Mta 3 Mta 4 Mta 5 Prom. %DEA 
4 3.96 3.98 3.93 3.93 3.92 3.94 0.014 

20 17.44 17.50 16.77 17.09 17.26 17.21 0.139 
40 35.68 35.67 36.86 36.55 36.85 36.32 0.092 

 

Por lo tanto los resultados demuestran una exactitud y precisión aceptables del método 

de Cas IIgly ya que el DEA es menor del 2% 

 

5.5.8 ESTABILIDAD (Estudio de conservación de las muestras). 

El intervalo de confianza contiene el cero, por lo tanto, de acuerdo a la prueba “t” de Dunnett, 

la muestra es estable durante el tiempo que duró el estudio. Ver tabla No. 14. 

Tabla 14. Resultados de estabilidad de las muestras de Cas IIgly que permanecieron dentro del inyector 
durante 8 hrs. 

Tiempo de 
almacenamiento en 

el inyector (hrs) 
LIC LSC 

2 -11.8688 20.5983 
4 -10.6217 21.8454 
6 -8.92404 23.543 
8 -9.35359 23.1134 

16 -8.36863 24.0984 
24 -7.53028 24.9368 
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5.5.9 LIMITE DE CUANTIFICACIÓN (LOQ).   

El límite de cuantificación se basa en la concentración mínima cuantificable y validada, en este 
caso es la concentración más pequeña de la curva de calibración es decir de 2 µg/mL 

 

5.5.10 LIMITE DE DETECCIÓN (LOD).  

Este se basa en 3 veces el nivel del ruido que correspondió a una mabs de 0.106 que 

correspondería a una concentración de 0.031 mabs. 

 

5.6 UNIÓN A PROTEÍNAS. 

5.6.1 DETERMINACION DEL GRADO UNION A LA MEMBRANA Y AL FILTRO DE 

ULTRACENTRIFUGACIÓN. 

 El grado unión de las Cas IIgly a los filtros de ultrafiltración fue menor del 12 %, lo cual 

indica que el filtro no influyen la estimación de la fracción unida y por lo tanto el error es 

despreciable 

El rango de concentraciones de trabajo fue seleccionado por su límite de cuantificación 

 
 De acuerdo a los resultados de la tabla No. 15 a), el del grado de unión de la Cas IIgly en la 

albúmina Sérica Bovina fue del 96.81 al 98.12 %, en el rango de concentración trabajado. No 

fue posible determinar la constante de afinidad ni el número de sitios de unión de la Cas IIgly, 

ya que no contamos con el número suficientes de datos, que nos den un resultado confiable. 

  

 El porcentaje de unión de la Casiopeína IIgly al plasma humano, de rata y perro es de 95.18, 

88.68 y 72.78% respectivamente (Tabla 14. b, c y d). Lo que significa que el grado de unión a las 

proteínas plasmáticas es alto en humanos y ratas y por lo tanto tiene gran importancia clínica, 

ya que su distribución estará centrada en la circulación sanguínea actuando como un depósito 

del  fármaco. En el caso del plasma de perro el grado de unión que se presenta es bajo, por lo 

que se considera poco probable que haya problemas de intoxicación, interacción, etc, debido a 

que el fármaco va a estar distribuido en circulación sanguínea y tejidos u órganos a los que 

pueda llegar el fármaco libre. 
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Tabla 15. Resultados del grado de unión de la cas IIgly a la albúmina bovina y a las proteínas 
plasmáticas humanas, de perro y rata. En diferentes concentraciones (n=3) 

. a) MUESTRAS EN ALBUMINA 

Conc. de 
casiopeína 

IIgly µg/mL 

Conc. de 
Fármaco 

libre 
µg/mL 

Conc de 
Fármaco 

unido 
µg/mL 

%de 
Fármaco 

unido 
% C.V 

15 0.28 14.72 98.12 0.05 
25 1.15 23.85 95.41 0.26 
50 1.59 48.41 96.81 0.52 

PROMEDIO     96.78   
b) MUESTRAS EN PLASMA HUMANO 

15 No detectable No detectable No detectable No detectable 
25 No detectable No detectable No detectable No detectable 

50 (51.28) 2.47 48.81 95.18 1.5 
PROMEDIO     95.18   

C). MUESTRAS EN PLASMA DE PERRO 
15 4.49 10.51 70.05 1.7 
25 6.11 18.89 75.55 1.6 
50 13.63 36.37 72.73 2.5 

PROMEDIO     72.78   
d). MUESTRAS EN PLASMA DE RATA 

15 2.49 12.51 83.42 0.89 
25 2.29 22.71 90.85 0.52 
50 4.12 45.88 91.76 1.06 

PROMEDIO     88.68   
 

 

En las concentraciones estudiadas el % de unión a proteínas fue constante en cada caso. 

Los resultados de la albúmina son muy semejantes a los encontrados a las proteína totales 

de humano, lo que indica que la Cas IIgly se une en su mayor parte a la albúmina y solo en un 

pequeño porcentaje a otro tipo de proteínas plasmáticas. 

 

Las diferencias observadas en el porciento de unión de la molécula a las proteínas 

plasmáticas entre las diferentes especies, muy probablemente se deben a que la constante de 

afinidad y el número de sitios de unión es diferente en cada una. 

 

Para aquellos fármacos que tienen un alto grado de unión y una estrecha ventana 

terapéutica como es el caso la individualización del régimen de dosificación es muy importante, 

pues de esta manera se obtendrán concentraciones plasmáticas seguras, es decir que no 

excedan a la concentración mínima tóxica ni a la concentración mínima crítica, en donde el 

fármaco no es efectivo. Con la cuidadosa individualización del fármaco se podrá evitar la 
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fluctuación de las concentraciones causadas por la variación intersujeto en la absorción del 

fármaco, distribución o procesos de eliminación. Los pacientes con cáncer debido a la 

naturaleza dinámica de la enfermedad las concentraciones de la albúmina y la AAG pueden 

tener un grado de variabilidad, incluso dentro de un mismo sujeto de acuerdo al progreso de la 

enfermedad y al tratamiento que este recibiendo, por lo que se recomienda monitorear la 

concentración de fármaco libre durante su administración. Se ha observado que la 

concentración plasmática de la albúmina es 29 % más baja en pacientes con cáncer y la 

disminución es progresiva a medida que progresa la enfermedad, lo cual parece deberse a una 

disminución de la síntesis de la albúmina 63. La reducción del tumor por cirugías o 

quimioterapias disminuye los niveles de AAG. La mayoría de los pacientes con cáncer están 

sometidos a una terapia polifármaco, esto significa que puede haber competencia entre 2 o más 

fármacos por el mismo sitio de acción 20, 67, 85. 

Para aquellos fármacos que muestran una farmacocinetica no lineal un pequeño cambio 

en la dosis puede causar un gran cambio en la respuesta terapéutica, que puede provocar 

efectos tóxico o incluso la muerte del paciente. 

 

Los resultados del grado de unión a proteínas para cada una de las concentraciones 

estudiadas presentaron un CV menor del 3%, esto nos indica que el método de ultrafiltración es 

reproducible. 

El conocimiento del número de sitios de acción, su constante de asociación y la 

determinación del tipo de unión que tiene la molécula, nos podrá permitir adecuar con mayor 

precisión la dosificación para cada paciente de acuerdo a su estado fisiológico y edad. 

 

No debemos olvidar que los pacientes con cáncer debido a la naturaleza dinámica de la 

enfermedad las concentraciones de albúmina y AAG pueden tener un grado de variabilidad, 

incluso dentro de un mismo sujeto de acuerdo al progreso de la enfermedad y al tratamiento 

que esté recibiendo. 

 

El conocimiento del número de sitios de unión de nuestra molécula, su constante de 

afinidad y determinar si la unión es reversible o irreversible, nos permitirá adecuar con mayor 

precisión la dosificación para cada paciente de acuerdo a su estado fisiológico y edad. Por lo que 

es necesario buscar un método de cuantificación de la molécula más sensible. 
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6.0 CONCLUSIONES 

 
La Casiopeína IIgly resulto ser un compuesto fotosensible, pero si se almacena en las 

condiciones adecuadas se mantiene estable. 

El método cromatográfico para la  cuantificación de la Casiopeína IIgly es selectivo, lineal, 

exacto, reproducible y repetible en el rango de 2- 50 µg/mL, es sensible y específico durante la 

ultrafiltración. El límite de cuantificación fue de 0.031 µg/mL y el de detección de 2 µg/mL. El 

porciento de extracción fue del 91.8. La Casiopeína IIgly presentó un Tr de aproximadamente 

6.8 minutos. Las muestras del compuesto pueden ser detectadas a 254 o 273 nm, debido a que 

el método es tolerable a esas longitudes de onda. 

 

De acuerdo a los resultados obtenidos que se determinaron por el método de 

ultratrafiltración, la Casiopeína IIgly, es una molécula que se encuentra altamente unida a las 

proteínas plasmáticas humanas, principalmente a la albúmina.  

Por ejemplo, se ha observado que la concentración plasmática de albúmina es 29 % más 

baja en pacientes con cáncer y la disminución es progresiva a medida que progresa la 

enfermedad, lo cual parece deberse a una disminución de la síntesis de la albúmina 63 y la 

reducción del tumor por cirugía o quimioterapia disminuye los niveles de AAG. 

Por otro lado, sabemos que la mayoría de los pacientes están sometidos a una terapia 

polifármaco, esto significa que puede haber competencia de algún fármaco más, por el mismo 

sitio de unión20,66, 85. 

 

Por lo anteriormente descrito se recomienda monitorear la concentración de fármaco 

libre durante la administración del fármaco para evitar un efecto indeseable.  

En el caso del plasma de perro el grado de unión que se presenta es bajo, por lo que se 

considera poco probable que haya problemas de intoxicación, interacción, etc.  

 

El método de ultrafiltración utilizado para la determinación del grado de unión de la 

Casiopeína IIgly a las proteínas plasmáticas, es adecuado debido a su rapidez.  
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