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RESUMEN 

El glioblastoma (GB) es el tumor cerebral más agresivo y letal en adultos, el cual 

presenta infiltración cerebral difusa, resistencia a los medicamentos y alta 

recurrencia. El tratamiento actual consiste en resección quirúrgica y radioterapia con 

quimioterapia siendo la temozolomida el fármaco de primera elección, no obstante, 

la supervivencia es de aproximadamente 15 meses. A pesar de que se han 

aprobado nuevos tratamientos (Bevacizumab) para pacientes con GB recurrente, la 

tasa de supervivencia media es de dos años, por lo que se requiere seguir 

explorando alternativas terapéuticas que ofrezcan mejores resultados. 

Evaluaciones previas han demostrado la actividad anticancerígena del albendazol 

(ALB), de sulfóxido de albendazol (SOALB) y de melatonina (MLT), por lo que el 

objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto in vitro de la combinación MLT 

con ALB, así como de MLT con SOALB, considerando que este metabolito ha 

mostrado los niveles más altos en plasma y líquido cefalorraquídeo al administrar el 

ALB por vía oral; además, realizar un estudio piloto in vivo para evaluar el efecto de 

la combinación ALB con MLT. Para el estudio in vitro, se utilizaron células de glioma 

de rata C6 y RG2 y de glioma humano U87. Se determinó la relación concentración-

respuesta en el rango de 0.16 a 1.25 μM para ALB, de 2 a 64 μM para SOALB y de 

0.18 a 6 mM para MLT. A partir de los valores de dosis del efecto medio (Dm) 

obtenidos, se seleccionaron las concentraciones para evaluar la eficacia de las 

combinaciones. La citotoxicidad se determinó por medio del ensayo MTT, y para 

establecer la interacción farmacológica se utilizó el método de Chou y 

colaboradores. Los mecanismos de muerte celular (apoptosis y necrosis), se 

evaluaron empleando anexina V y 7-aminoactinomicina D. El estudio piloto in vivo 

se llevó a cabo en ratas Fischer implantadas intra-cranealmente con células RG2, 

las cuales se dividieron en los siguientes grupos: control (vehículo), ALB, MLT y la 

combinación ALB con MLT, y se evaluó la sobrevida con respecto al control. Los 

resultados in vitro mostraron que, en todas las líneas celulares, los fármacos 

exhibieron actividad citotóxica de manera dependiente de la concentración. Para el 

ALB, los valores de Dm en las líneas C6, RG2 y U87, fueron 0.6 µM, 0.6 µM y 0.9 

µM; para SOALB, 20 µM, 26 µM y 36 µM; y para MLT, 1 mM, 0.9 mM y 0.9 mM, 
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respectivamente. La mayoría de las combinaciones produjeron un efecto citotóxico 

sinérgico e indujeron la muerte celular por apoptosis. En el estudio piloto in vivo se 

encontró una tendencia en el incremento de la sobrevida después de la 

administración de la combinación. Los resultados indican que las combinaciones 

podrían ser una estrategia potencial para tratamiento del GB, considerando que 

estos compuestos son menos tóxicos y costosos. Es necesario continuar con las 

evaluaciones moleculares relacionadas con los mecanismos de acción involucrados 

y llevar a cabo el estudio final in vivo. 

 

Palabras clave: Glioblastoma, albendazol, melatonina, combinación, sinergismo. 
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ABSTRACT 

Glioblastoma (GB) is the most aggressive and lethal brain tumor in adults, which presents 

diffuse cerebral infiltration, drug resistance and high recurrence. The current treatment 

consists of surgical resection and radiotherapy with chemotherapy, with temozolomide being 

the drug of first choice; however, survival is approximately 15 months. Although new 

treatments (Bevacizumab) have been approved for patients with recurrent GB, the average 

survival rate is two years, therefore, it is necessary to continue exploring therapeutic 

alternatives that offer better results. Previous evaluations have shown the anticancer activity 

of albendazole (ALB), its active metabolite, albendazole sulfoxide (ALBSO) and melatonin 

(MLT), therefore, the objective of this work was to evaluate the in vitro effect of the 

combination of MLT with ALB, as well as of MLT with SOALB, considering that this 

metabolite has shown the highest levels in plasma and cerebrospinal fluid when 

administering ALB orally, in addition to conduct a pilot study to evaluate the in vivo effect of 

the combination ALB with MLT. For the in vitro study, C6 and RG2 rat glioma cells and U87 

human glioma cells were used. The concentration-response was determined in the range of 

0.16 to 1.25 μM for ALB, 2 to 64 μM for ALBSO, and 0.18 to 6 mM for MLT. Based on the 

mean Dose (Dm) values obtained, the concentrations for the combinations were selected. 

Cytotoxicity was evaluated by means of the MTT assay and drug interaction was determined 

by the Chou et al. method. Cell death mechanisms: apoptosis and necrosis, were evaluated 

using annexin V and 7-amino actinomycin D. The pilot study was carried out in Fischer rats 

implanted intracranially with RG2 cells, which were divided into the following groups: control, 

ALB, MLT, and the combination of ALB with MLT and survival was evaluated. The in vitro 

results showed that in all cell lines, the drugs exhibited cytotoxic activity in a concentration-

dependent manner. For ALB, the Dm values in lines C6, RG2 and U87 were 0.6 µM, 0.6 µM 

and 0.9 µM; for ALBSO, 20 µM, 26 µM and 36 µM; and for MLT, 1 mM, 0.9 mM, and 0.9 

mM, respectively. Most combinations produced a synergistic cytotoxic effect, and the cell 

death was induced by apoptosis. In the in vivo pilot study, a trend in the increase in survival 

rate after administration of the combination was found. The results indicate that the 

combinations could be a potential strategy for the treatment of GB, considering that these 

compounds are less toxic and expensive. It is necessary to continue with the molecular 

evaluations related to the action mechanisms involved and to perform the final in vivo study. 

 

Key words: Glioblastoma, albendazole, melatonin, combination, synergism. 
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1. INTRODUCCIÓN  

Los tumores cerebrales son un grupo heterogéneo de enfermedades de diferentes estirpes 

celulares, los cuales pueden surgir en el cerebro e inmediaciones (Ostrom y cols., 2022; 

Fan y cols., 2022). Los tumores se clasifican en cuatro grados, siendo los tumores con 

clasificación I y II de bajo grado y con mayor sobrevida, mientras que los tumores con 

clasificación III y IV se consideran de alto grado y con menor sobrevida. El glioblastoma 

(GB), un tumor de grado IV, es la neoplasia más frecuente y maligna del Sistema Nervioso 

Central (SNC) (Louis y cols., 2016; Louis y cols., 2021; Tilak y cols., 2021). La incidencia a 

nivel mundial del GB se encuentra entre 0.59 y 5 por cada 100,000 personas, la cual se 

está incrementando en muchos países (Grech y cols., 2020). El tratamiento recomendado 

actualmente consiste en resección quirúrgica, radioterapia y quimioterapia a base de 

temozolomida, sin embargo, la tasa de supervivencia de los pacientes es reducida, con un 

promedio de 15 meses en el GB denominado primario y 31 meses en el nombrado GB 

secundario (Louis y cols., 2016). El mal pronóstico está asociado a alta invasividad 

infiltrativa de las células cancerígenas, la dificultad de la mayoría de los agentes 

antitumorales para acceder al SNC debido a la barrera hematoencefálica, la limitación para 

la acumulación intracelular de fármacos en células cancerígenas mediada por 

transportadores de eflujo y a los mecanismos de defensa de estas células, donde 

intervienen enzimas reparadoras del daño inducido al ácido desoxirribonucleico (ADN), 

como la mediada por la metil guanina metil transferasa, la vía de reparación de desajustes 

del ADN, el sistema de reparación por escisión de la bases del ADN, así como, la autofagia 

autoprotectora (Bae y cols., 2014; Birzu y cols., 2020; Cruz y cols., 2022; Jiapaer y cols., 

2018; Lin y cols., 2014; Lozinski y cols., 2021). Por lo tanto, es necesario seguir explorando 

nuevas alternativas terapéuticas que ayuden a mejorar el pronóstico de los pacientes con 

GB, las cuales sean económicamente accesibles y seguras. 

 

La búsqueda de nuevas estrategias para GB se ha enfocado al tratamiento con anticuerpos 

monoclonales, terapias virales, vacunas, reposicionamiento de fármacos y combinaciones 

de fármacos (Liu y cols., 2022b; Mudduluru y cols., 2016). En los últimos años, se le ha 

dado gran importancia a la evaluación de combinaciones de fármacos ya que permite 

utilizar el mecanismo de acción de cada uno para incrementar la eficacia mediante 

mecanismos sinérgicos o aditivos. Además, se pueden encontrar combinaciones que sean 

más seguras y mejor toleradas en comparación con los fármacos individuales (Byron y cols., 

2018; Cruz Da Silva y cols., 2021; Gouda y Subbiah, 2023). 
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Considerando la importancia de esta enfermedad y la necesidad de contar con nuevas 

opciones terapéuticas, para el presente trabajo se seleccionaron las siguientes moléculas: 

el albendazol, su metabolito activo, el albendazol sulfóxido y la melatonina, las cuales han 

demostrado presentar efectos citotóxicos en diferentes tipos de cáncer, mediante  

mecanismos de acción diferentes (Aguayo-Ortiz y cols., 2013; Ariey-Bonnet y cols., 2020; 

Bai y cols., 2011; Castro y cols., 2016: Chen y cols., 2016; Cipolla-Neto y Amaral, 2018; 

Franco y cols., 2018; Guerra-Librero y cols., 2021; Kim y cols., 2021; Li y cols., 2017; Liang 

y cols., 2019; Lissoni  y cols., 1996a; Lissoni y cols., 1996b; Macchi y cols., 2004; Marslin y 

cols., 2017; Martín y cols., 2006; Martín y cols., 2014; Moretti y cols., 2020; Morris y cols., 

2001; Pandi-Perumal y cols., 2006; Pizzorno, 2014; Pourgholami y cols., 2005; Pourgholami 

y cols., 2009; Pourgholami y cols., 2010; Reiter y Benitez, 2009; Sarti y cols., 2013; Son y 

cols., 2020; Talib y cols., 2021; Tarocco y cols., 2019; Tordjman y cols., 2017; Wang y cols., 

2022; Yang y cols., 2021), además de ser económicas, seguras y estar disponibles 

comercialmente. 
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2. MARCO TEÓRICO  

2.1 Cáncer 

El cáncer se describe como una enfermedad en la cual se altera la señalización y el 

metabolismo celular, provocando una división y supervivencia descontroladas de las células 

alteradas (Upadhyay, 2020). Entre los factores de riesgo para presentar cáncer se 

encuentran la exposición a productos químicos o a otras sustancias ambientales, la edad, 

los antecedentes familiares, el tabaco, el alcohol, el sobrepeso, infecciones, así como las 

mutaciones genéticas (GBD 2015 Risk Factors Collaborators, 2016; Plummer y cols., 2016).  

 

De acuerdo con estimaciones de la Organización Mundial de la Salud (OMS) del año 2019, 

en la mayor parte del mundo el cáncer representa una de las primeras causas de mortalidad 

en la población menor a 70 años. En Estados Unidos de América (EUA) esta enfermedad 

es la primera causa de muerte, mientras que en México se ha reportado como la segunda 

causa de mortalidad. En 2020 el Observatorio Global de Cáncer reportó  más de 19,000,000 

de nuevos casos de cáncer y aproximadamente 10,000,000 de muertes, siendo el cáncer 

de pulmón la principal causa de mortalidad con una estimación de 1,800,000 muertes (18 

%), seguido del cáncer colorrectal con más de 900,000 (9,4 %), hígado con más de 830,000 

(8,3 %), estómago con más de 768,000 (7,7 %), mama con más de 684,000 (6,9 %) y en el 

caso de tumores en cerebro se estimaron aproximadamente 251,000 muertes (2.5 %) (Sung 

y cols., 2021). 

 

2.2 Tumores en sistema nervioso central  

Los tumores cerebrales y otros tumores del sistema nervioso central (SNC) son un conjunto 

heterogéneo y complejo de enfermedades (cánceres) que se derivan del cerebro y sus 

inmediaciones (Fan y cols., 2022). Con el tiempo su caracterización histopatológica se ha 

ido mejorando, sin embargo, debido a la extensa variedad de estos tumores y a los recursos 

necesarios para determinar las alteraciones genéticas y moleculares que presentan 

(relevantes para su clasificación y graduación), la interpretación de un informe de patología 

puede ser un desafío actual para la Neuro-oncología (van der Meulen y cols., 2022). 

 

Se sugiere que las causas de este tipo de cánceres, pueden deberse a variaciones 

genéticas individuales, factores ambientales o exposición ocupacional (Fan y cols., 2022). 

A nivel mundial se diagnosticaron 308,102 nuevos casos en 2020 (Fan y cols., 2022) y en 

EUA se reportaron entre 2015 y 2019, 84,264 muertes atribuidas al cáncer en cerebro y 
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otros tumores del SNC (Ostrom y cols., 2022). En México, los datos epidemiológicos de 

tumores en SNC están incompletos debido a la falta de un registro nacional de cáncer. En 

la capital del país los pacientes con tumores del SNC son atendidos en el Instituto Nacional 

de Neurología y Neurocirugía (INNN) y el Instituto Nacional de Cancerología (Moreno-

Jiménez y cols., 2021). En 2016 se reportó que en los períodos de 1965 - 1978, 1979 - 1992 

y 1993 - 2014, se registró un incremento en el número de tumores del SNC tratados en el 

INNN, con 876 casos, 2,915 casos y 9,005 casos, respectivamente (Aguirre-Cruz y cols., 

2016).  

 

A partir de 1979, la OMS desarrolló un sistema de clasificación de los tumores del SNC, 

basado en la célula de origen del proceso tumoral y las características morfológicas 

asociadas al pronóstico. Considerando estos fenómenos los tumores se clasifican como: 

 

 Grado I: Tumores circunscritos de lento crecimiento y bajo potencial de conversión 

a un tumor de mayor malignidad. El tumor se considera benigno, presenta un buen 

pronóstico puesto que la resección quirúrgica completa se considera curativa. Estos 

tumores se diagnostican frecuentemente en la infancia. 

 

 Grado II: Tumores de borde difuso, lento crecimiento, a menudo se designan como 

de “grado bajo” ya que tienen la tendencia a progresar a tumores de mayor 

malignidad. Los pacientes requieren un control consecutivo mediante resonancias 

magnéticas o tomografías computarizadas para vigilar que el tumor no vuelva a 

aparecer. 

 

 Grado III: Tumores infiltrantes con células atípicas o anaplásicas, lesiones de grado 

intermedio a alto, con actividad mitótica relativamente mayor y evidencia de 

malignidad. 

 

 Grado IV: Tumores de rápido crecimiento con alta tasa mitótica, pudiendo presentar 

vasos de neoformación y áreas de necrosis. Presentan un alto nivel de malignidad. 

 

Los términos “glioma maligno” y “glioma de grado alto” comprenden tanto a los gliomas 

grado III y grado IV. 
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La clasificación de los tumores en el SNC de la OMS se actualiza continuamente con el 

objetivo de mejorar el diagnóstico y tratamiento, siendo la más reciente la quinta edición 

presentada en 2021, la cual se presenta en la tabla 1. Para la taxonomía de los tumores en 

el SNC en esta edición se destaca la importancia del uso de técnicas moleculares, 

histológicas y de inmunohistoquímica (Tilak y cols., 2021; Louis y cols., 2021).  

 

Tabla 1. Clasificación de la OMS de 2021 de tumores del SNC. Tomado y modificado de Louis y cols., 2021. 

Clasificación de la Organización Mundial de la Salud de Tumores del Sistema Nervioso 
Central, quinta edición 

Gliomas, tumores glioneuronales y tumores neuronales 

Gliomas difusos de tipo adulto  

Astrocitoma, IDH-mutante 

Oligodendroglioma, IDH-mutante y 1p/19q-codelecionado  

Glioblastoma, tipo IDH-silvestre  

Gliomas difusos de bajo grado de tipo pediátrico  

Astrocitoma difuso, MYB - o MYBL1 - alterado  

Glioma angiocéntrico 

Tumor neuroepitelial polimorfo de bajo grado del joven  

Glioma difuso de bajo grado, alterado en la vía MAPK  

Gliomas difusos de alto grado de tipo pediátrico  

Glioma difuso de línea media, H3 K27-alterado  

Glioma hemisférico difuso, H3 G34-mutante  

Glioma difuso de alto grado de tipo pediátrico, H3-silvestre e IDH-silvestre  

Glioma hemisférico de tipo infantil 

Gliomas astrocíticos circunscritos 

Astrocitoma pilocítico  

Astrocitoma de alto grado con características piloides  

Xantoastrocitoma pleomórfico 

Astrocitoma subependimario de células gigantes  

Glioma cordoideo  

Astroblastoma, MN1 -alterado 

Tumores glioneuronales y neuronales  

Ganglioglioma  

Ganglioglioma infantil desmoplásico / astrocitoma infantil desmoplásico 

 Tumor neuroepitelial disembrioplásico  

Tumor glioneuronal difuso con características similares a oligodendroglioma y grupos nucleares  

Tumor glioneuronal papilar  

Tumor glioneuronal formador de rosetas  
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Tabla 1 …continuación 

Tumor glioneuronal mixoide  

Tumor glioneuronal leptomeníngeo difuso  

 Gangliocitoma  

Tumor neuronal multinodular y vacuolizante  

Gangliocitoma cerebeloso displásico (enfermedad de Lhermitte-Duclos)  

neurocitoma central  

neurocitoma extraventricular  

Tumores ependimarios  

Ependimoma supratentorial  

Ependimoma supratentorial, fusión ZFTA positiva  

Ependimoma supratentorial, fusión YAP1 positiva  

Ependimoma de fosa posterior  

Ependimoma de fosa posterior, grupo PFA  

Ependimoma de fosa posterior, grupo PFB  

Ependimoma espinal  

Ependimoma espinal, MYCN -amplificado  

Ependimoma mixopapilar  

Subependimoma  

Tumores del plexo coroideo 

Papiloma del plexo coroideo  

Papiloma de plexo coroideo atípico  

Carcinoma de plexo coroideo  

Tumores embrionarios  

Meduloblastoma  

Meduloblastomas, definidos molecularmente  

Meduloblastoma, activado por WNT  

Meduloblastoma, activado por SHH y TP53 de tipo silvestre  

Meduloblastoma, activado por SHH y mutante en  TP53 

Meduloblastoma, no WNT/no SHH  

Meduloblastomas, definidos histológicamente  

Otros tumores embrionarios del SNC  

Tumor teratoideo/rabdoideo atípico  

Tumor neuroepitelial cribiforme  

Tumor embrionario con rosetas multicapa  

Neuroblastoma del SNC, activado por FOXR2 

Tumor del SNC con duplicación interna en tándem  de BCOR 

Tumor embrionario del SNC  

Tumores pineales  

Pineocitoma  

Tumor del parénquima pineal de diferenciación intermedia  

Pineoblastoma  
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Tabla 1 … continuación 

Tumor papilar de la región pineal  

Tumor mixoide desmoplásico de la región pineal, SMARCB1 - mutante  

Tumores de los nervios craneales y paraespinales  

 Schwanoma  

 Neurofibroma  

 Perineurioma  

 Tumor híbrido de la vaina nerviosa  

 Tumor maligno de la vaina del nervio melanótico  

 Tumor maligno de la vaina del nervio periférico  

 Paraganglioma  

Meningiomas  

 Meningioma  

Tumores mesenquimales, no meningoteliales  

 Tumores de tejidos blandos  

           Tumor fibroso solitario  

 Tumores vasculares  

   Hemangiomas y malformaciones vasculares  

   Hemangioblastoma  

 Tumores del músculo esquelético  

   Rabdomiosarcoma  

 Diferenciación incierta  

   Tumor mesenquimatoso intracraneal, fusión FET-CREB positiva  

   CIC -sarcoma reordenado  

   Sarcoma intracraneal primario, mutante  DICER1 

   Sarcoma de Ewing  

 Tumores condroóseos  

  Tumores condrogénicos 

          Condrosarcoma mesenquimatoso  

     Condrosarcoma  

  Tumores notocordales  

   Cordoma (incluyendo cordoma pobremente diferenciado)  

Tumores melanocíticos  

 Neoplasias melanocíticas meníngeas difusas  

   Melanocitosis meníngea y melanomatosis meníngea  

 Neoplasias melanocíticas meníngeas circunscritas  

  Melanocitoma meníngeo y melanoma meníngeo  

Tumores hematolinfoides  

 Linfomas  

  Linfomas del SNC  

   Linfoma primario difuso de células B grandes del SNC  

   Linfoma del SNC asociado a inmunodeficiencia  

   Granulomatosis linfomatoide  
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Tabla 1 … continuación 

   Linfoma intravascular de células B grandes  

  Varios linfomas raros en el SNC  

           Linfoma MALT de la duramadre  

   Otros linfomas de células B de bajo grado del SNC  

   Linfoma anaplásico de células grandes ( ALK +/ ALK −)  

   Linfomas de células T y NK/células T  

 Tumores histiocíticos  

  Enfermedad de Erdheim-Chester  

  Enfermedad de Rosai-Dorfman  

  Xantogranuloma juvenil  

  Histiocitosis de células de Langerhans  

  Sarcoma histiocítico  

Tumores de células germinales  

 Teratoma maduro  

 Teratoma inmaduro  

 Teratoma con malignidad de tipo somático  

 Germinoma  

    Carcinoma embrionario  

 Tumor del saco vitelino  

 Coriocarcinoma  

 Tumor mixto de células germinales  

Tumores de la región selar  

 Craneofaringioma adamantinomatoso  

 Craneofaringioma papilar  

 Pituicitoma, tumor de células granulares de la región selar y oncocitoma de células fusiformes  

 Adenoma hipofisario/PitNET  

 Blastoma hipofisario  

Metástasis al SNC  

 Metástasis en el cerebro y el parénquima de la médula espinal  

 Metástasis a las meninges 

 

2.3 Glioblastoma (GB) 

2.3.1 Características del GB 

El GB, es el tumor cerebral más común y agresivo, el cual el clasificado como primario es 

referido molecularmente como isocitrato deshidrogenasa (IDH)-tipo silvestre, con una edad 

media de diagnóstico aproximada de 62 años, una proporción entre hombres y mujeres de 

1.42:1 y una supervivencia general con tratamiento estándar de 15 meses; mientras que el 

clasificado como secundario, es referido como IDH-tipo mutante (Astrocitoma IDH-tipo 

mutante), con una edad media de diagnóstico es de 44 años, una proporción entre hombres 

y mujeres de 1.05:1 y una supervivencia general con tratamiento estándar de 31 meses 
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(Louis y cols., 2016; van der Meulen y cols., 2022). Así mismo, se ha encontrado que la 

mayoría de gliomas incluyendo al GB tiene una distribución de localización anatómica 

principalmente en los lóbulos frontal (28.6 %), temporal (25 %) y parietal (15.3) (Miller y 

cols., 2021). Por otra parte, se estima que en México los gliomas podrían representan el 33 

% de todos los tumores intracraneales (Moreno-Jiménez y cols., 2021), mientras que, en 

EUA, se ha descrito que la incidencia anual promedio de GB es de 3.21 por cada 100,000 

habitantes (Tan y cols., 2020). 

 

En el GB no se ha identificado una lesión precursora que lo genere, por lo que su inicio, su 

desarrollo y progresión no están plenamente descritos. Se ha propuesto que, en el origen 

de tumores cerebrales, las células madre y células progenitoras, pueden presentar cambios 

genéticos, transformándose a células madre de tumores cerebrales, de igual forma, las 

células diferenciadas como oligodendrocitos y astrocitos pueden desdiferenciarse y 

convertirse en células progenitoras las cuales posteriormente también se transforman a 

células madre malignas (Figura 1) (Matos-Rojas y cols., 2012; Beiriger y cols., 2022). 

 

 

Figura 1. Teorías de origen de tumor cerebral. Modificada de Matos-Rojas y cols., 2012. 

 

2.3.2 Diagnóstico de GB 

En la mayoría de los casos, el diagnóstico se realiza después de que se presentan síntomas 

como crisis epilépticas, alteraciones del estado mental o aumento de presión intracraneal. 

Este diagnóstico tardío podría deberse al lento proceso de diseminación de este tipo de 

tumores. Las pruebas diagnósticas consisten en un examen neurológico y pruebas 

diagnósticas por imagen como son: 1. La tomografía axial computarizada; 2. La exploración 

por tomografía por emisión de positrones; 3. La técnica de resonancia magnética nuclear; 

4. Las técnicas de resonancia magnética avanzada que incluyen: a) La técnica de imagen 

por resonancia magnética funcional, b) La técnica de imágenes de tensor de difusión, c) La 

https://es.wikipedia.org/wiki/Imagen_por_resonancia_magn%C3%A9tica_funcional
https://es.wikipedia.org/wiki/Imagen_por_resonancia_magn%C3%A9tica_funcional
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técnica de espectroscopía de resonancia magnética, d) La técnica de resonancia magnética 

de perfusión para reconocer el grado y el volumen de sangre del tumor cerebral, e) La 

técnica de imágenes de hemosiderina para identificar la presencia de sangre acumulada en 

el cerebro y f) La técnica de angiografía de diagnóstico, empleada para crear un mapa de 

los vasos sanguíneos y el flujo de sanguíneo en el cerebro con un marcaje de contraste 

(Wen y cols., 2020) 

 

Así mismo, a partir de tejido de áreas de masa tumoral sólida se evalúan marcadores 

moleculares como, la enzima IDH; la metilación del promotor de la enzima metil guanina 

metil transferasa (MGMT) (relacionado con la fármacorresistencia); la mutación del gen de 

la proteína tumoral 53 (TP53) que codifica la proteína p53 (denominada guardián del 

genoma - supresora de tumores); la mutación de la enzima fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 

3-fosfatasa (PTEN) (aumenta el riesgo de contraer cáncer) y la sobreexpresión del receptor 

del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) (mayor tasa de proliferación celular), etc., para 

clasificar su nivel de agresividad (Silantyev y cols., 2019; Wen y cols., 2020).  

 

2.3.3 Tratamiento para GB  

El tratamiento estándar actual para el GB de recién diagnóstico consta de resección 

quirúrgica, seguida de radioterapia (RT) en combinación con quimioterapia (QT) 

concomitante y adyuvante. En el caso de la cirugía, a pesar de que el GB no es una 

enfermedad curable quirúrgicamente, se ha descrito que la resección puede mejorar la 

supervivencia, potenciar la eficacia de las terapias adyuvantes, ayudar a disminuir la 

presión intracraneal, reducir del edema peritumoral y disminuir la incidencia de crisis 

epilépticas, por lo que sigue siendo uno de los procedimientos más importantes para el 

tratamiento (Erazo-Valle-Solís y cols., 2017; Fisher y Adamson, 2021; Tan y cols., 2020).  

 

La RT fue aprobada entre 1975 y 1980 para su uso después de la cirugía, con la finalidad 

de mejorar la supervivencia, abarcando el campo del tumor, sus inmediaciones y el edema, 

con una dosis total de 60 Gray; correspondiente a 30 tratamientos (1 tratamiento = 2 gray 

por día) en 5 tratamientos por semana durante 6 semanas. Respecto a la QT, ésta inició en 

los años 70 con los agentes alquilantes, nitrosureas (lomustina (CCNU) y carmustina 

(BCNU)), así como, un derivado del triazenos (procarbazida).  A finales de los 90 se aprobó 

la temozolomida (TMZ), un alquilante triazeno, la cual se ha convertido en el fármaco de 

primera línea para el tratamiento de esta enfermedad conjuntamente con la RT (Altwairgi y 
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cols., 2017; Erazo-Valle-Solís y cols., 2017; Fisher y Adamson, 2021; Rodríguez y cols., 

2012).        

 

Para la terapia concomitante de TMZ y RT, se propone un programa de tratamiento con 

dosis diarias de TMZ de 75 mg/m² vía oral, 1 hora previa a cada sesión de RT sin interrumpir 

la toma durante los días que no hay sesión de RT. Este tratamiento ha mostrado una mejora 

en la supervivencia general en comparación con RT sola. Cuatro semanas después de 

completar la fase concomitante, se administran hasta 6 ciclos de TMZ en monoterapia.   En 

el primer ciclo se administran 150 mg/m²/día (nivel de dosis 0) por vía oral durante cinco 

días consecutivos seguido de 23 días sin tratamiento.  En los ciclos subsiguientes, la dosis 

se puede escalar a 200 mg/m²/día (nivel de dosis +1) siempre y cuando no se observe 

toxicidad significativa en el primer ciclo, y en caso contrario la dosis puede reducirse un 

nivel de 100 mg/m²/día (nivel de dosis -1). Los efectos hematológicos adversos de TMZ 

incluyen: trombocitopenia, linfopenia y neutropenia; y los no hematológicos incluyen 

náuseas, anorexia, fatiga y hepatotoxicidad (Altwairgi y cols., 2017).  

 

Cabe mencionar que después de la administración oral, la TMZ se absorbe en el intestino 

delgado, y se hidroliza a pH fisiológico convirtiéndose en el metabolito 3-metil-(-1-il) 

imidazol-4-carboxamida, el cual posteriormente forma el 5-aminoimidazol 4-carboxamida y 

el catión metildiazonio. Este catión es el responsable de agregar grupos metilo a bases de 

guanina del ADN, lo cual induce la ruptura de los nucleótidos e incluso llega a separar la 

cadena de doble hélice provocando muerte por apoptosis (Altwairgi y cols., 2017; Hotchkiss 

y Sampson, 2021: Liu y cols., 2022a). 

 

Los costos aproximados de un tratamiento estándar para GB de acuerdo al tabulador de 

cuotas de recuperación 2018 publicado en la página de internet del INNN y a los precios 

obtenidos de la página de internet de la farmacia San Pablo (consultada en 16-10-2023) 

fueron: Cirugía de GB con un costo máximo de 55,051 pesos, radioterapia estereostática 

fraccionada con un costo máximo de 331,483 pesos y en el caso de la TMZ el tratamiento 

completo (concomitante y adyuvante), fue de 233,000 pesos, dando un total de 619,534 

pesos, sin considerar gastos por hospitalización, estudios histológicos, de imagen y de 

gabinete, etc.  (INNN, 2018; Farmacia San Pablo, 2023). 
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Las terapias recomendadas para el tratamiento de gliomas de alto grado cuando se 

presenta la recurrencia son: TMZ, BCNU por vía intravenosa, CCNU por vía oral, 

Bevacizumab (BVZ) por vía intravenosa y el dispositivo de campos de tratamiento de 

tumores “Optune®”, entre otros (Erazo-Valle-Solís y cols., 2017; Kim y cols., 2018; Fisher y 

Adamson, 2021). En México, la guía del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) 

titulada “Tratamiento del Glioma Cerebral de Alto Grado (Astrocitoma - Oligodendroglioma 

III-IV) en el adulto” recomienda, previa valoración del paciente, la cirugía recesiva y RT, así 

como el uso de los siguientes fármacos: TMZ, procarbazina, vincristina, BVZ, BCNU/CCNU, 

irinotecan, ciclofosfamida y esquemas basados en platino (IMSS, 2013). 

 

2.3.4 Pronóstico de GB 

Para el pronóstico de GB se consideran factores como la edad, grado del tumor, escala de 

estado funcional de Karnofsky (índice numérico del 0 al 100 para expresar el estado general 

de salud y la calidad de vida de un paciente), extensión de la resección quirúrgica y los 

resultados del análisis molecular entre los que se encuentran, la determinación de la 

mutación del receptor del EGFR y la enzima PTEN más evidentes en GB primario, así como,  

la mutación de la enzima IDH y la TP53 más evidentes en GB secundario. Además de la 

valoración del porcentaje de metilación del promotor del gen de la enzima MGMT, el cual 

en GB primario es bajo y le confiere mayor fármacorresistencia a agentes alquilantes, 

mientras en el GB secundario es alto y le confiere menor fármacorresistencia (Altwairgi y 

cols., 2017; De Vleeschouwer, 2017; Ghosh y cols., 2018). 

 

Así mismo, se ha demostrado que la presencia de los transportadores de cassettes de unión 

a adenosina trifosfato (ATP), como la proteína resistente al cáncer de mama (PRCM) o la 

Glicoproteina P (Pgp), también contribuyen a la fármacorresistencia debido a sus 

características de transportadores de eflujo (Bhatia y cols., 2012). 

 

2.3.5 Terapias en combinación para GB 

La combinación de fármacos para el tratamiento del cáncer incluyendo el GB, representa 

una opción para potenciar la eficacia de esta estrategia; disminuir las dosis de fármacos; 

contrarrestar mecanismos de resistencia; disminuir efectos adversos, prevenir la 

recurrencia y eliminar células tumorales residuales.  
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En 2021, Cruz Da Silva y colaboradores, publicaron una revisión con información de los 

últimos 20 años donde describieron terapias contra GB en las Fases II-IV de 257 ensayos 

clínicos (Cruz Da Silva y cols., 2021), de los cuales más de 220 correspondían a estudios 

de fármacos en combinación. Al hacer una revisión propia el 31 de agosto de 2023, en la 

página de Clinicaltrials.org, empleando las palabras “glioblastoma” y “drug combination”, se 

encontraron 117 registros de estudios clínicos, lo cual refleja el gran interés de esta 

estrategia para el tratamiento de esta enfermedad (Clinical trials, 2023).  

 

Algunos de los estudios que han reportado resultados prometedores son los siguientes:  

- La combinación de disulfiram con gemcitabina un antimetabolito de células de GB y 

células madre de GB, generó un efecto sinérgico (Liu y cols., 2012). 

 

- La combinación de melatonina (MLT) con TMZ, doxorubicina y mitoxantrona 

presentó un efecto sinérgico sobre las células madre tumorales cerebrales y de 

glioma, lo cual se correlacionó con la regulación a la baja, de la expresión y función 

del transportador PRCM (Martín y cols., 2013). 

  

- La combinación de sildenafil (inhibidores de la fosfodiesterasa 5) con celecoxib un 

antiinflamatorio no esteroideo, mostró efectos citotóxicos en células tumorales de 

glioma humano (Booth y cols., 2015). 

 

- La combinación de sulforafano (inhibidor transcripcional de NF-kB) con TMZ, en 

líneas celulares resistentes a TMZ dio lugar a la reversión de la quimiorresistencia 

y aumento de la muerte celular (Ghosh y cols., 2018). 

 

- La combinación de morfina (inhibidor de la Pgp1) con TMZ, mostró reducción del 

crecimiento tumoral, disminuyendo la quimiorresistencia (Ghosh y cols., 2018). 

 

- La combinación de albendazol (ALB) y nanopartículas de plata y albúmina, mostró 

un incremento en la citotoxicidad, inhibición de la proliferación y supresión del 

crecimiento tumoral (Liang y cols., 2018; Liang y cols., 2019).  

 



23 

 

- La combinación de CCNU con el anticuerpo monoclonal BVZ mostró beneficios 

clínicos positivos, debido a que la tasa de supervivencia general fue más 

prometedora en el grupo de combinación (Johanssen y cols., 2023). 

 

En un estudio piloto con 7 pacientes, se encontró que después del tratamiento de la triple 

combinación compuesta por carboplatino (alquilante) más un inhibidor de la enzima poli 

ADP ribosa polimerasa (Olaparib) y un inhibidor enzimático de la cinasa MEK (Trametinib), 

uno de los pacientes alcanzó una supervivencia libre de progresión de 12 meses y en otro 

paciente la supervivencia libre de progresión fue de 21 meses (Byron y cols., 2018). En 

2022 se aprobó la combinación de dabrafenib con trametinib para cáncer, incluyendo 

pacientes con GB y que presentan mutación en el gen BRAF V600E (Gouda y Subbiah, 

2023).  

 

A pesar de la eficacia reportada hasta la fecha con los tratamientos aprobados para GB, 

así como los resultados obtenidos con las distintas propuestas recientes para 

contrarrestarlo, aún la esperanza de vida sigue siendo baja y los costos elevados, por lo 

que es necesario seguir con la búsqueda de nuevas estrategias con las cuales se alcancen 

altos porcentajes de eficacia, además de que sean accesibles económicamente y seguras. 

Para la presente investigación, se seleccionó la combinación de ALB con MLT, así como 

de sulfóxido de albendazol (SOALB) (metabolito activo cuando se administra ALB vía oral, 

el cual llega a cerebro) con MLT, los cuales por separado y combinados con otros fármacos 

han mostrado su eficacia contra células cancerígenas. A continuación, se describen las 

características por las cuales se consideró que las combinaciones podrían tener mayor 

efecto que el que presentan de manera individual. 

 

2.4 Albendazol (ALB) 

Desde hace algunas décadas, se ha señalado que los fármacos que pueden inhibir la 

polimerización de la tubulina, pueden producir efectos anti cancerígenos, lo cual se 

demostró con la vinblastina que actúa uniéndose a los microtúbulos que forman los haces 

mitóticos durante la metafase, interrumpiendo el ciclo celular (Rendine y cols., 2010). En el 

año de 1985, se demostró que el nocodazol, un benzimidazol carbamato, utilizado para el 

tratamiento de cáncer, se une a la beta tubulina interfiriendo en el 

ensamblaje/desensamblaje de los microtúbulos, lo que impide la mitosis e induce la 

apoptosis. Ello generó la interrogante acerca de cuáles otros derivados de benzimidazol 
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carbamato pudieran presentar propiedades anticancerígenas (Lacey y Watson, 1985). A la 

fecha se ha encontrado que el mebendazol, ALB y flubendazol presentan esta actividad.  

 

El ALB (metil 5-propiltio-1H-bencimidazol-2-il) con peso molecular de 265.3 g/mol es un 

benzimidazol que inició sus estudios para uso en humanos en el año de 1979 y ha sido 

utilizado desde 1983 como antihelmíntico de amplio espectro en el tratamiento de diversas 

parasitosis como la hidatidosis y teniasis (Marriner y cols., 1986; Merino y cols., 2002). En 

el año de 1987, el ALB mostró ser efectivo en el tratamiento de neurocisticercosis 

(Escobedo y cols., 1987), siendo a la fecha el fármaco de elección para ese padecimiento 

con un esquema de dosificación de 15 mg/kg /día por vía oral dividido en 2 dosis cada 12 

horas durante 8 días (Sotelo y Jung, 1998). Una vez absorbido, el ALB se metaboliza por 2 

sistemas enzimáticos microsomales: sistema flavínmonooxigenasas y el sistema citocromo 

P450, específicamente el CYP3A4, para formar su metabolito activo, el SOALB, con peso 

molecular de 281.3 g/mol. Posteriormente se lleva a cabo una segunda oxidación por el 

CYPP3A4 transformando el SOALB a albendazol sulfona, que es un metabolito inactivo 

(Sotelo y Jung, 1998; Takayanagui y cols., 2002).  

 

Se ha demostrado que el SOALB cruza la barrera hematoencefálica (BHE), por difusión 

pasiva, alcanzando altas concentraciones en líquido cefalorraquídeo (LCR) (de hasta 50 % 

de la concentración que hay en plasma), lo cual ayuda a explicar su alta eficacia en el 

tratamiento de neurocisticercosis parenquimatosa. En 2012, González-Hernández y 

colaboradores reportaron los niveles en plasma y LCR de SOALB de pacientes con 

neurocisticercosis tratados con tratamiento de ALB 30 mg kg‐1 durante 7 días, con valores 

promedio de 1911.4 ± 925.9 ng/ml en plasma y 842.7 ± 517.6 ng/ml en LCR (González‐

Hernández y cols., 2012).  

 

Los benzimidazoles entre los que se encuentra el ALB, han sido considerados como 

fármacos potenciales para su uso en cáncer debido a que presenta citotoxicidad mínima en 

células normales y alta citotoxicidad en células tumorales (Son y cols., 2020). Sus efectos 

anticancerígenos in vitro, se han demostrado en diferentes modelos celulares, incluyendo 

cáncer de mama, cáncer de pulmón, cáncer de ovario, cáncer gastrointestinal, leucemia, 

cáncer de cabeza y cuello y en glioma (Son y cols., 2020). En un estudio piloto en pacientes 

con cáncer colorrectal y metástasis hepática o carcinoma hepatocelular refractarios a otras 

terapias, se les administró ALB en dosis de 10 mg/kg diariamente durante 28 días, 
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encontrando que el fármaco fue bien tolerado y no hubo cambios significativos en la función, 

renal o hepática. Además, en 2 de los 9 pacientes se presentó una disminución del antígeno 

carcinoembrionario y en 3 de ellos se estabilizó el antígeno. Sin embargo, en 2 de los 

pacientes se presentó neutropenia, por lo que fueron retirados del estudio. De este estudio 

los autores concluyen que sus datos respaldan los resultados in vitro previamente obtenidos 

y avalan el efecto antitumoral del ALB (Morris y cols., 2001). 

 

En un estudio in vivo en un modelo de xenoinjeto en ratones desnudos implantados con    

células HT-29 (adenocarcinoma; colorrectal humano), se encontró que el ALB (150 mg/kg 

i. p.) provocó la inhibición del crecimiento tumoral peritoneal. Estos resultados concuerdan 

con los hallazgos in vitro en donde se encontró una concentración inhibitoria 50 (CI50) de 

0.12 µM para ABZ, además de una CI50 de 2.35 µM para SOALB (Pourgholami y cols., 

2005). Posteriormente este grupo de investigadores llevó a cabo un estudio clínico fase I 

para evaluar la dosis máxima tolerada, en el cual se administró ALB por vía oral en dosis 

de 400 a 1,200 mg, dos veces al día, a pacientes con 15 tipos diferentes de tumores 

avanzados y refractarios a tratamientos convencionales, encontrando que fue bien tolerado 

(Pourgholami y cols., 2010). Otro estudio mostró que el tratamiento con ALB disminuyó la 

viabilidad de la línea celular de cáncer de mama MCF-7, y prolongó el tiempo de 

supervivencia en cerca de un 50 % en un modelo murino de carcinoma de ascitis de Ehrlich 

(adenocarcinoma mamario murino espontáneo) (Castro y cols., 2016). 

 

En el caso de líneas celulares cerebrales, Bai y colaboradores evaluaron la eficacia de 

diferentes benzimidazoles para el tratamiento de GB. En la línea celular de glioma GL261, 

el valor de CI50 para ALB fue de 0.30µM, valor similar al de mebendazol que fue de 0.24 

µM. En el caso de la línea celular de GB 060919 el valor de CI50 fue de 0.1 µM para ambos 

fármacos. In vivo, empleando el modelo de glioma inducido por inyección intracraneal de 

células GL261 en ratones C57BL/6, a una dosis de 100 mg/kg, el ALB prolongó el tiempo 

de vida de los ratones de 30 a 39 días (Bai y cols., 2011). Liang y colaboradores en el 2019, 

mostraron el efecto citotóxico de ALB en la línea celular C6 reportando un valor de CI50 de 

2.3 µg/ml a las 48 horas (Liang y cols., 2019). Así mismo, Marslin G y colaboradores en 

2017 informaron un valor de CI50 de 50.1 µM en la línea celular U87 a las 24 horas (Marslin 

y cols., 2017), mientras que, en 2020, Ariey-Bonnet y colaboradores demostraron un efecto 

dependiente de la dosis de ALB en la viabilidad celular de las células U87, U87vIII, T98G y 

U251 (Ariey-Bonnet y cols., 2020). 
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A la fecha existe poca información acerca del mecanismo de acción del ALB en GB. Se ha 

propuesto que el efecto podría estar relacionado a la inhibición de la producción de ATP 

mediante la inhibición de las enzimas glucolíticas hexoquinasa (HK) y piruvato (PK) 

quinasa, dando lugar a la inhibición de la proliferación, arresto del ciclo celular y apoptosis 

de las células tumorales (Liang y cols., 2019). 

 

Es importante mencionar que en modelos in vitro, se ha demostrado que el SOALB es 

sustrato de la proteína de eflujo PRCM, por lo que se ha propuesto el uso de inhibidores de 

esta proteína para incrementar el tiempo de duración de SOALB en enfermedades 

sistémicas (Huls y cols., 2009; Martín y cols., 2013; Merino y cols., 2005; Muenster y cols., 

2008; Russel, 2010). 

 

2.5 Melatonina (MLT) 

La MLT (N-acetil-5-metoxitriptamina), con peso molecular de 232.278 g/mol, es una 

hormona endógena sintetizada nocturnamente (22:00 a 06:00 horas aproximadamente) por 

la glándula pineal (pinealocitos), (Macchi y cols., 2004; Pandi-Perumal y cols., 2006).  Está 

descrito que la MLT también se sintetiza en otras zonas como por ejemplo en retina, médula 

ósea, cerebelo, piel, ovarios y tracto gastrointestinal, encontrándose en esta última zona 

concentraciones entre 10 y 100 veces mayores que las que se encuentran en sangre y al 

menos 400 veces más que la concentración en la glándula pineal, lo cual está asociado con 

la ingesta de alimentos, particularmente aquellos con alto contenido de triptófano. Se 

propone que el tracto gastrointestinal contribuye a las concentraciones circulantes de MLT 

(Chen y cols., 2016; Tordjman y cols., 2017). La síntesis de MLT en la glándula pineal, 

comienza por estímulos de conexiones neuronales entre los ojos y la glándula, para que 

posteriormente los pinealositos tomen triptófano de la sangre y, a través de un proceso de 

hidroxilación y decarboxilación, lo convierten en serotonina. Esta, posteriormente, se 

convierte en N-acetilserotonina por acción de la N-acetiltransferasa, que después es 

metilada, en una reacción catalizada por la enzima hydroxilindol-O-metiltransferasa, para 

dar lugar a la MLT. Una vez en circulación, la MLT se metaboliza principalmente en el 

hígado por el citocromo P450 a 6-hidroximelatonina que después se transforma a 

conjugados de glucurónidos (5 %) y sulfatos (70-80 %) los cuales son eliminados en orina. 

La MLT puede cruzar fácilmente a la mayoría de los tejidos y fluidos incluyendo la BHE 

debido a su alto grado de lipofilicidad y una vez en cerebro, una gran parte de ésta se 

metaboliza a derivados de kinurenina, como la N1-acetil-N2-formil-5-metoxicinuramina y la 
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N1-acetil-5-metoxicinuramina, las cuales también presentan propiedades antioxidantes. En 

promedio, la glándula pineal produce entre 0.1 y 0.9 mg de MLT por día y la concentración 

plasmática máxima oscila entre 60 a 200 pg/ml. El patrón de secreción de MLT, alcanza 

sus valores más altos entre los 1 - 3 años de vida, posteriormente presenta una disminución 

del 80 % entre los 15 y 20 años y durante las décadas siguientes, sus niveles disminuyen 

moderadamente hasta los 70-90 años con valores aproximados de 30 pg/ml (Minich y cols., 

2022; Pandi-Perumal y cols., 2006; Reiter y Kormaz, 2008).  

  

Se reportó que aquellos pacientes con GB, tratados con RT y una dosis de 20 mg/día de 

MLT, presentaron mejor calidad y tiempo de vida en comparación con aquellos pacientes 

que solo recibieron la RT (Lissoni y cols., 1996a). Lissoni y colaboradores reportaron 

también que la administración de MLT (20 mg/ día por la noche) con tamoxifen (20 mg día 

al mediodía) aumentó la eficacia del tratamiento, sugiriendo que la combinación podría 

beneficiar a pacientes con tumores metastásicos (cáncer de mama y próstata, melanomas, 

carcinomas de cuello uterino, páncreas, hepatocarcinomas, ovario y pulmón), que 

presentaron falta de respuesta a QT previa (Lissoni y cols., 1996b). 

 

En el caso de la actividad antitumoral intrínseca, se ha reportado que en células C6 de GB, 

la MLT a concentración de 1mM, redujo el crecimiento de celular en un 50 % a las 48 horas 

y en un 70 % a las 72 horas, a través de la alteración de la fase del ciclo celular G1 a S. En 

los experimentos in vivo, en los cuales se implantaron células C6 en ratas Wistar y después 

de 5 días, se administró MLT durante 12 días por vía intraperitoneal a dosis de 15 mg/kg, 

se encontró una disminución del 50 % del tumor en el día 14 después del tratamiento en 

comparación con el control (Martín y cols., 2006). Chen y colaboradores en 2016, realizaron 

estudios in vitro e in vivo empleando células madre de pacientes con GB. Los estudios in 

vitro mostraron que la que MLT podría inhibir las vías de señalización especificas en la auto 

renovación y supervivencia de las células de GB. El estudio in vivo se llevó a cabo 

empleando ratones desnudos, a los cuales se les implantaron las células madre y se 

administró MLT 1 mol/l durante 5 días, demostrando un aumento en el tiempo de vida de 

los animales (Chen y cols., 2016).  

 

Así mismo se ha descrito que la MLT redujo la proliferación de células iniciadoras de GB, 

(que representan una subpoblación similar a las células madre dentro del GB), 

responsables del desarrollo, la progresión, la resistencia terapéutica y la recaída del tumor, 
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induciendo muerte celular por autofagia (Martín y cols., 2014). En otro estudio se encontró 

que la administración de MLT (100, 500 y 1500 µM, durante 1, 3 y 5 días) en células de 

carcinoma de cabeza y cuello, generó la disminución de la proliferación celular, así como 

apoptosis, por lo que los autores sugieren que podría ser un posible agente adyuvante en 

la terapia para pacientes con cáncer (Guerra-Librero y cols., 2021). 

 

Uno de los mecanismos de acción de MLT en células de GB, está relacionado con sus 

propiedades antioxidantes, reduciendo los niveles basales de radicales libres intracelulares, 

e inhibiendo el factor de transcripción nuclear kB (NF-kB). Esta inhibición está asociada al 

bloqueo de la vía de señalización de receptor tirosina quinasa(RTQ)/proteína quinasa B 

(AKT)/NF-kB, dando lugar a la actividad antiproliferativa (Martín y cols., 2006). Otro 

mecanismo propuesto, es mediante la disminución de la expresión de factores de 

transcripción mitocondriales (TFAM, TFMB1M y TFB2M) que son esenciales para mantener 

la integridad del ADN mitocondrial (ADNmt); lo cual está asociado a la reducción de la 

expresión del gen de la subunidad 1 (complejo I) de NADH deshidrogenasa mitocondrial 

(MT-ND1). Así mismo se demostró que la MLT disminuye la transición G0/G1 de la fase del 

ciclo celular, lo cual produjo un aumento en la apoptosis (Franco y cols., 2018).   

 

Se ha planteado que la MLT puede ser un candidato prometedor contra la resistencia 

farmacológica ya que disminuye la expresión del transportador PRCM presente en las 

líneas de células madre de tumor cerebral, mejorando el paso y la eficacia de fármacos 

quimioterapéuticos como TMZ, doxorubicina y mitoxantrona. El mecanismo propuesto por 

el cual MLT causó la reducción de la expresión del PRCM, fue mediante el aumento de los 

niveles de metilación del promotor de ese transportador (Martín y cols., 2013). Así mismo 

se describió la capacidad de esta molécula de proteger células sanas de la toxicidad 

inducida por fármacos quimioterapéuticos, antiestrógenos y por radiación (González-

González y cols., 2018; Vijayalaxmi y cols., 2002). 

En el presente trabajo de evaluación del efecto de la combinación de MLT con ALB o con 

su metabolito activo el SOALB contra GB, los ensayos se realizaron en tres de las líneas 

celulares más utilizadas, la C6 y RG2 de glioma de rata, así como U87 derivada de 

humanos, las cuales pueden simular en general la alta tasa de crecimiento, vascularización, 

infiltración y fármacorresistencia del GB (Giakoumettis y cols., 2018).  
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3. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

 

¿Podría la combinación de albendazol con melatonina, así como de sulfóxido de albendazol 

con melatonina presentar un efecto citotóxico sinérgico in vitro sobre células de glioma?  

 

 

4. HIPÓTESIS 

 

La combinación de albendazol con melatonina, así como de sulfóxido de albendazol con 

melatonina presentará al menos un efecto aditivo in vitro sobre células de glioma. 

 

 

5. OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar el efecto in vitro de la combinación de albendazol con melatonina o sulfóxido de 

albendazol con melatonina en células de glioma y realizar un estudio piloto in vivo para 

evaluar el efecto de la combinación albendazol con melatonina en un modelo de murino de 

glioblastoma. 

 

 

6. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Determinar el índice de combinación de albendazol con melatonina y sulfóxido de 

albendazol con melatonina en células C6 y RG2 de glioma de rata, así como en células U87 

de glioma de humano. 

• Determinar los cambios morfológicos de la combinación de albendazol con 

melatonina y sulfóxido de albendazol con melatonina en células C6 y RG2 de glioma de 

rata, así como en células U87 de glioma de humano.  

• Determinar el tipo de muerte celular que presenta la combinación de albendazol con 

melatonina y sulfóxido de albendazol con melatonina en células C6 y RG2 de glioma de 

rata, así como en células U87 de glioma de humano. 

• Realizar un estudio piloto para evaluar el efecto de la combinación de albendazol 

con melatonina empleando el modelo de glioblastoma en ratas Fisher. 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 

7.1 Reactivos, anestésicos y alimento para roedor. 

El medio de cultivo Dulbecco′s Modified Eagle′s Medium (DMEM) (D1152); la solución de 

antibiótico antifúngico (10,000 unidades de penicilina, 10 mg de estreptomicina y 25 µg de 

anfotericina B, por ml), (A5955); la solución de tripsina 10X (059427C); los reactivos ALB 

(A4673), SOALB (19953), MLT (M5250), azul de tripano (T8154), cloruro de sodio (S5886), 

cloruro de potasio (P5405), fosfato de sodio dibásico (S0751), fosfato de potasio 

monobásico (P5655), paraformaldehído (158127), resina de montaje Entellan 

(HX71792560) y el bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazol (MTT) (M2128) 

fueron de la marca Sigma-Aldrich. TMZ fue de Supelco (PHR1437). El suero fetal bovino 

fue de Biowest (S1650). El kit de detección de apoptosis APC con anexina V (AV) y 7-

aminoactinomicina D (7-AAD) (640930) fue de BioLegend. El dimetilsulfóxido (DMSO) 

(102952) y el etanol (107017) fueron de Merck. El Cremophor EL (27963) fue de Fluka. El 

alimento para roedores fue de Labdiet (500I). La ketamina (Reg. Q-7833-028) y la xilacina 

(Reg. Q-7833-099) fueron de Pisa. El antiséptico (Dermodine) de Protec. El formaldehído 

fue de tecsiquim (FT1860-8). La parafina fue de Thermo (8330). El Xilol fue de Baker (9490-

07). La Hematoxilina de Harris fue de Hycen (738). La Eosina (EC1010) y el agua purificada 

(A1673) fueron de High purity. 

 

7.2.  Líneas celulares 

Las líneas celulares de glioma de rata C6 (CCL-107) y RG2 (CRL-2433), así como la línea 

de glioma humano U87 (HTB-14), de American Type Culture Collection, fueron 

proporcionadas en el Laboratorio de Neuroinmunología del INNN.  

 

7.2.1. Cultivo y conteo celular 

Las células se cultivaron empleando botellas de cultivo de 25 cm2 conteniendo DMEM al 

que se le complemento con suero fetal bovino al 10 %, antibiótico y antifúngico al 1 % 

(DMEM complementado: DMEMC) y se mantuvieron en una incubadora (Panasonic KM-

CC17RU1A) a 37 °C con atmósfera de CO2 al 5 % y 98 % de humedad relativa, hasta que 

alcanzaron una confluencia entre el 80 y 90 %.  

 

En campana de flujo laminar (Biosafety cabinet BSC-1100IIA2-X), las células confluentes 

se lavaron con solución salina amortiguada con fosfatos (PBS: 27 g de cloruro de sodio, 0.2 

g de cloruro de potasio, 1.15 g de fosfato de sodio dibásico y 0.2 g de fosfato de potasio 

https://www.merckmillipore.com/MX/es/product/Ethanol-absolute,MDA_CHEM-107017
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monobásico.  pH 7.4), posteriormente se añadieron 200 µl de solución de tripsina 1X y se 

mantuvieron a 37 °C en incubadora durante 5 minutos para despegarlas. Inmediatamente 

después se agregó 1 ml de DMEMC para neutralizar la tripsina (1.2 ml = volumen total 

aproximado) e iniciar el conteo de las células. En una cámara de Neubauer (Optik Labor) 

se depositaron 10 µl de la solución de las células despegadas, más 90 µl del colorante azul 

de tripano (dilución 1:10) y se colocaron en un microscopio óptico (ZEISS-ICM 400). Se 

contaron las células viables (refringentes) de los 4 cuadrantes descartando aquellas que 

estaban teñidas con el colorante. Para el cálculo del número de células en el volumen total 

se utilizó la siguiente formula:  

 

Concentración células = (Promedio de número de células en los 4 cuadrantes) * 

(factor de la cámara (10,000)) * (factor de dilución (10)) * (volumen total aproximado) 

 

El tipo de placas y número de células empleado para los diferentes estudios fue el siguiente:   

 

- Estudio de viabilidad celular con MTT, para evaluar la eficacia de los tratamientos. 

Se utilizaron placas de 96 pozos, conteniendo 3,000 células por pozo en 100 µl de 

DMEMC. 

  

- Evaluación del tipo de muerte celular (apoptosis y necrosis), por citometría de flujo 

y marcadores de AV, 7-AAD. Se utilizaron placas de 24 pozos conteniendo 20,000 

células por pozo en 1,000 µl de DMEMC.  

 

7.3. Preparación de soluciones 

Soluciones madre de ALB, SOALB, MLT y TMZ. 

ALB 2,000 µM: se pesaron 1.06 mg del fármaco y se disolvió en 2 ml de DMSO al 100 % 

utilizando un vortex. 

SOALB 20,000 µM: se pesaron 5.6 mg del compuesto y se disolvió en 1 ml de DMSO al 

100 % utilizando un vortex. 

MLT 200 mM: se pesaron 9.3 mg del compuesto y se disolvió en 200 μl de etanol absoluto 

utilizando un vortex. 

TMZ 100 mM: se pesaron 19.4 mg del fármaco y se disolvió en 1 ml de DMSO al 100 % 

utilizando un vortex. 
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7.3.1 Preparación de soluciones para las curvas concentración respuesta   

A partir de cada una de las soluciones madre, se prepararon las soluciones para las curvas 

concentración respuesta, con las concentraciones que se describen a continuación. Todas 

las diluciones se llevaron a cabo empleando DMEMC en el cual las concentraciones de 

DMSO y etanol no superaron el 0.5 % y el 3 %, respectivamente.  

 

7.3.1.1 Preparación de la curva de ALB para la evaluación de la relación 

concentración- respuesta 

De la solución madre de ALB 2,000 μM se tomaron 40 μl y se llevaron a 8 ml de DMEMC, 

obteniendo una solución de trabajo con una concentración de 10 μM. De esta solución de 

trabajo: 

a) Se tomaron 500 μl y se llevaron a 4 ml de DMEMC para obtener una solución de 

concentración de 1.25 μM.  

b) Se tomaron 332 μl y se llevaron a 4 ml de DMEMC para obtener una solución de 

concentración de 0.83 μM.  

c) Se tomaron 200 μl y se llevaron a 4 ml de DMEMC para obtener una solución de 

concentración de 0.55 μM.  

d) Se tomaron 144 μl y se llevaron a 4 ml de DMEMC para obtener una solución de 

concentración de 0.36 μM.  

e) Se tomaron 96 μl y se llevaron a 4 ml de DMEMC para obtener una solución de 

concentración de 0.24 μM.  

f) Se tomaron 64 μl y se llevaron a 4 ml de DMEMC para obtener una solución de 

concentración de 0.16 μM. 

  

7.3.1.2 Preparación de la curva de SOALB para la evaluación de la relación 

concentración-respuesta 

De la solución madre de 20,000 μM se tomaron 40 μl y se llevaron a 8 ml de DMEMC, para 

obtener una solución de trabajo de concentración de 100 μM. De esta solución de trabajo: 

 

a) Se tomaron 2,560 μl y se llevaron a 4 ml de DMEMC para obtener una solución de 

concentración de 64 μM.  

b) Se tomaron 1,280 μl y se llevaron a 4 ml de DMEMC para obtener una solución de 

concentración de 32 μM.  
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c) Se tomaron 640 μl y se llevaron a 4 ml de DMEMC para obtener una solución de 

concentración de 16 μM.  

d) Se tomaron 320 μl y se llevaron a 4 ml de DMEMC para obtener una solución de 

concentración de 8 μM.  

e) Se tomaron 160 μl y se llevaron a 4 ml de DMEMC para obtener una solución de 

concentración de 4 μM.  

f) Se tomaron 80 μl y se llevaron a 4 ml de DMEMC para obtener una solución de 

concentración de 2 μM.  

 

7.3.1.3 Preparación de la curva de MLT para la evaluación de la relación 

concentración-respuesta 

Para la curva de MLT, esta se preparó a partir de diluciones sucesivas, como se presenta 

a continuación: 

a)  De la solución madre (200 mM), se tomaron 60 μl y se llevaron a 2 ml de DMEMC 

para obtener una solución de concentración de 6 mM.   

b) De la solución 6 mM, se tomó 1 ml y llevó a 2 ml de DMEMC para obtener una 

solución de concentración de 3 mM.  

c) De la solución 3 mM se tomó 1 ml y llevo a 2 ml de DMEMC para obtener una 

solución de concentración de 1.5 mM.  

d) De la solución 1.5 mM se tomó 1 ml y llevó a 2 ml de DMEMC para obtener una 

solución de concentración de 0.75 mM. 

e)  De la solución 0.75 mM se tomó 1 ml y llevo a 2 ml de DMEMC para obtener una 

solución de concentración de 0.375 mM.  

f) De la solución 0.375 mM se tomó 1 ml y llevo a 2 ml de DMEMC para obtener una 

solución de concentración de 0.1875 mM. 

 

7.4 Determinación de la Dosis del efecto medio (Dm)  

La determinación de la Dm equivalente a CI50 de cada uno de los fármacos (ALB, ALBSO 

y MLT) en las tres líneas celulares (C6, U87 y RG2), se llevó a cabo empleando la 

metodología de Chou y colaboradores y el software CompuSyn (Chou 2006; Chou y Martin 

2005; Chou y Talalay 1984). La ecuación del modelo, empleada para esta metodología, se 

sustenta en la teoría unificada de las ecuaciones de Scatchard, Hill, Michaelis Menten y 

Henderson Hasselbalch, la cual que permite describir de la forma más simple posible la 

relación entre las dosis y efecto y cuya ecuación es la siguiente. 
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𝑓𝑎

𝑓𝑢
=  (

𝐷

𝐷𝑚
 )m = Ecuación del efecto medio  

(ecuación 1) 

 

Donde D es la dosis o concentración utilizada del fármaco, fa es la fracción afectada por D 

(porcentaje de inhibición/100), fu es la fracción no afectada (fu = 1-fa), Dm es la dosis de 

efecto medio (CI50, ED50 o LD50) que inhibe el sistema en estudio en un 50 %, y m es el 

coeficiente que significa la forma de la relación dosis-efecto, donde m = 1, >1 y < 1 indican 

curvas dosis-efecto hiperbólica, sigmoidea y sigmoidea plana, respectivamente. 

 

El procedimiento a seguir fue el siguiente: En placas de cultivo de 96 pozos, se sembraron 

3 x 103 células por pozo de cada una de las tres líneas celulares. Veinticuatro horas después 

se añadieron 100 µl de las soluciones que conformaron cada una de las concentraciones 

correspondientes a las curvas de los fármacos y se incubaron durante 72 horas. Una vez 

transcurrido el periodo, las soluciones se reemplazaron con DMEMC y se agregaron 10 µl 

de MTT a una concentración de 5 mg en 1 ml de PBS. Después de 3 horas de incubación, 

la solución de MTT se sustituyó con DMSO 100 % para disolver los cristales de formazán. 

Las placas se agitaron durante 5 minutos y se leyó la absorbancia de cada pozo utilizando 

un lector de microplacas (BiotekSynergy LX) a 570 nm. Se realizaron al menos cuatro 

experimentos independientes por cada una de las curvas, con seis repeticiones de cada 

punto de concentración. A partir de las lecturas de absorbancia, se calculó el porcentaje de 

viabilidad celular mediante la siguiente fórmula: 

  

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑔𝑟𝑢𝑝𝑜 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑜

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑔𝑟𝑢𝑝𝑜 𝑣𝑒ℎí𝑐𝑢𝑙𝑜 
 𝑥 100 = % viabilidad celular  

(ecuación 2) 

 

Posteriormente se calculó el porcentaje de disminución de la viabilidad celular expresado 

como fracción afectada o inhibición fraccionada (fa) de la siguiente manera: 

 

𝑓𝑎 =  100 − % 𝑑𝑒 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 /100    

(ecuación 3) 

Los valores de concentración y de “fa” se ingresaron al software CompuSyn (Chou y Martin 

2005) y se determinó el valor de Dm de cada fármaco. 
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7.5 Determinación del Índice de Combinación (IC).  

Los valores de Dm obtenidos se utilizaron para seleccionar las concentraciones a utilizar 

en los estudios de combinación y determinar el grado de interacción farmacológica. La 

metodología recomienda que, en una etapa inicial, se evalúe la combinación empleando 

una relación de equipotencia, es decir, seleccionar las proporciones de acuerdo a el valor 

de   Dm obtenido para cada fármaco (Dm primer fármaco + Dm del segundo fármaco), con 

el objetivo de evaluar la contribución de los efectos de cada uno de ellos. Con base en esta 

recomendación, para el presente trabajo, para la combinación ALB con MLT se seleccionó 

la relación 1:1 en las tres líneas celulares, mientras que para la combinación ALBSO con 

MLT se seleccionó la relación 20:1 para la línea C6, 29:1 para la línea RG2 y 40:1 para la 

U87. Las concentraciones de las combinaciones evaluadas se presentan en la tabla 2.  

 

Tabla 2. Concentraciones utilizadas para la evaluación de ALB + MLT y SOALB + MLT. 

Línea 

celular 

Soluciones preparadas 

para combinar 

Concentración de la 

combinación 

Soluciones preparadas 

para combinar 

Concentración de la 

combinación 

C6             Relación 1:1             Relación 20:1 

 ALB (µM)    MLT (mM) ALB (µM) + MLT (mM) SOALB (µM)  MLT (mM) SOALB (µM)+MLT (mM) 

      1.2              1.2  0.6 + 0.6          40                2 20 + 1 

      0.6              0.6  0.3 + 0.3          20                 1 10 + 0.5 

      0.3              0.3 0.15 + 15          10               0.5 5 + 0.25 

     0.15            0.15 0.075 + 0.075            5               0.25 2.5 + 0.12 

    0.075          0.075 0.0375 + 0.0375          2.5              0.12 1.2 + 0.06 

     

RG2             Relación 1:1             Relación 29:1 

 ALB (µM)    MLT (mM) ALB (µM) + MLT (mM) SOALB (µM)  MLT (mM) SOALB (µM)+MLT (mM) 

      1.2              1.2  0.6 + 0.6          52                1.8 26 + 0.9 

      0.6              0.6  0.3 + 0.3          26                0.9 13 + 0.45 

      0.3              0.3 0.15 + 15          13                0.45               6.5 + 0.225 

     0.15            0.15 0.075 + 0.075          6.5              0.225 3.25 + 0.1125 

    0.075          0.075 0.0375 + 0.0375         3.25             0.1125 1.625 + 0.05625 

     

U87             Relación 1:1             Relación 40:1 

 ALB (µM)    MLT (mM) ALB (µM) + MLT (mM) SOALB (µM)  MLT (mM) SOALB (µM)+MLT (mM) 

      1.8              1.8  0.9 + 0.9          72                1.8 36 + 0.9 

      0.9              0.9  0.45 + 0.45          36                0.9 18 + 0.45 

      0.45           0.45 0.225 + 0.225          18                0.45               9 + 0.225 

     0.225         0.225 0.1125 + 0.1125           9                0.225 4.5 + 0.1125 

    0.1125       0.1125 0.05625 + 0.05625          4.5             0.1125 2.25 + 0.05625 

 

La metodología utilizada para el estudio de combinación fue: En placas de cultivo de 96 

pozos, se sembraron en cada pozo, 3 x 103 células de cada una de las tres líneas celulares 

(C6, RG2 y U87). Veinticuatro horas después, se añadieron 100 µl de las soluciones que 
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se presentan en la tabla 2. Como control de vehículo se utilizó solución de DMSO más 

etanol a concentraciones que no superaron el 0.5 % y el 3 %, respectivamente. Como 

control positivo se utilizó la TMZ a una concentración 100 µM. Las células se incubaron 

durante 72 horas, y una vez transcurrido este periodo, las soluciones se reemplazaron con 

DMEMC y se agregaron 10 µl de una solución de MTT a una concentración de 5 mg/ml. 

Después de 3 horas de incubación, la solución de MTT se sustituyó por DMSO 100 % para 

disolver los cristales de formazán. Las placas se agitaron durante 5 minutos y se leyó la 

absorbancia de cada pozo, utilizando un lector de microplacas (BiotekSynergy LX) a 570 

nm. En cada línea celular se realizaron cuatro experimentos independientes. Cada uno de 

ellos incluyo las cinco concentraciones de la combinación con seis repeticiones de cada 

punto, tanto para ALB con MLT, así como, para el SOALB con MLT.  

 

Una vez obtenidas las lecturas de absorbancia, el porcentaje de viabilidad celular se calculó 

mediante la ecuación 2 y posteriormente, se calculó el porcentaje de disminución de la 

viabilidad celular expresado como “fa” empleando la ecuación 3. 

 

La ecuación para el cálculo del índice de combinación (IC) que emplea el modelo es la 

siguiente.  

 

IC = 
(𝐷)1

(𝐷𝑥)1
+

(𝐷)2

(𝐷𝑋)2
     =   Ecuación general del índice de combinación 

(ecuación 4) 

 

Donde (D)1 y (D)2 fueron las dosis de los fármacos en combinación para provocar el mismo 

efecto. (Dx)1 y (Dx)2 fueron las dosis de cada fármaco de manera individual para ejercer x 

% de efecto. 

 

Se empleó el programa CompuSyn introduciendo los valores de concentración de cada 

punto de la combinación y el valor de “fa” obtenido. El cálculo se llevó a cabo empleando   

el software CompuSyn desarrollado por Chou y colaboradores. El grado de interacción 

farmacológica representado cuantitativamente indica que un valor de IC = 1 corresponde a 

un efecto aditivo; un valor de IC <1 corresponde a un efecto sinérgico, mientras que un valor 

de IC >1 corresponde a un efecto antagónico (Chou 2006; Chou y Martin 2005; Chou y 

Talalay 1984). 
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7.6 Determinación de cambios morfológicos  

El procedimiento para la evaluación de los cambios morfológicos con microscopia de campo 

claro fue el siguiente: antes de agregar la solución de MTT, después de las 72 horas de 

tratamiento, se tomaron microfotografías en un microscopio invertido campo claro (Motic 

AE31) y un objetivo 20X, de los pozos correspondientes al grupo control (vehículo) y a los 

tratamientos con el control de TMZ 100 µM, las combinaciones, así como con ALB, SOALB 

y MLT solos.  

 

7.7 Determinación del tipo de muerte celular 

Para determinar el tipo de muerte celular por apoptosis y necrosis, se utilizó la metodología 

de citometría de flujo. Se seleccionaron las combinaciones que presentaron los mayores 

porcentajes de mortalidad, además de que presentaran interacciones farmacológicas de 

aditividad o sinergismo. En el caso de la línea celular C6, las combinaciones seleccionadas 

fueron ALB 0.6 µM + MLT 0.6 mM (relación 1:1) y SOALB 20 µM + MLT 1 mM (relación 

20:1). Para la línea celular RG2 las combinaciones seleccionadas fueron ALB 0.6 µM + MLT 

0.6 mM (relación 1:1) y SOALB 26 µM + MLT 0.9 mM (relación 29:1). Para la línea celular 

U87 las combinaciones seleccionadas fueron ALB 0.45 µM + MLT 0.45 mM (relación 1:1) y 

SOALB 18 µM + MLT 0.45 mM (relación 40:1).  

 

Para el ensayo, se sembraron 2 x 104 células por pozo de cada una de las tres líneas 

celulares (C6, RG2 y U87), en placas de cultivo de 24 pozos. Veinticuatro horas después 

se añadió 1 ml de la solución con el tratamiento correspondiente (ALB, SOALB, MLT, ALB 

+ MLT o SOALB + MLT); así como, controles de vehículo y TMZ  100 µM. Después de 48 

horas de incubación, el medio de cultivo se transfirió a tubos de centrífuga y las células se 

lavaron con PBS. Luego, las células se despegaron agregando 70 µl de solución de tripsina 

1X, se colocaron en los mismos tubos de centrífuga y se centrifugaron a 3,000 rpm durante 

5 min. Los sobrenadantes se desecharon teniendo cuidado de no tirar el botón de las células 

sedimentadas, y a los tubos se les añadieron 100 µl del buffer de unión incluido en el kit, 

más 0.5 µl de cada una de las soluciones marcadoras de AV y 7-AAD.  

 

Las muestras se agitaron suavemente y se incubaron durante 15 min a temperatura 

ambiente (25 °C) en la oscuridad. A las células teñidas se les añadieron 300 µl de solución 

buffer de unión y se analizaron empleando un citómetro de flujo FACS Calibur (Becton-

Dickinson, EUA) y la versión del software Flow Jo v10. Se recopilaron datos de 10,000 
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eventos en cada archivo de datos. Se distinguieron cuatro poblaciones celulares diferentes: 

las no marcadas (células viables), las unidas solo AV (apoptóticas tempranas), las teñidas 

con 7ADD (necróticas) y las unidas a la AV y 7ADD (apoptóticas tardías). La distribución de 

fluorescencia se mostró como un análisis de diagrama de puntos coloreados. Cada 

experimento se realizó por triplicado. 

 

7.8 Estudio piloto de sobrevida empleando el modelo de GB en rata 

7.8.1 Preparación de células 

El cultivo y conteo celular en la línea celular RG2, se llevó a cabo de acuerdo con el 

procedimiento descrito en la sección 7.2.1. Se preparó cada día de inoculación una solución 

conteniendo 100,000 células en 5 µl en DMEMC, las cuales se mantuvieron en hielo durante 

todo el tiempo que se usaron. La solución con las células se homogenizó cada vez que se 

utilizaron para la implantación.  

 

7.8.2 Inoculación de células  

Se utilizaron 26 ratas macho de la cepa Fischer 344, de 180 a 250 g de peso adquiridas de 

Bioinvert, México. El protocolo se llevó a cabo de acuerdo con los lineamientos establecidos 

en la NORMA Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999, “especificaciones técnicas para la 

producción, cuidado y uso de los animales de laboratorio (NOM-062-ZOO-1999).  

 

Se alojaron 4 ratas por caja (tamaño 940 cm2), las cuales eran de pisos y paredes continuas 

sólidas y con tapa removible de reja. Los animales se mantuvieron bajo condiciones de 

temperatura en el rango de 18 a 26 °C, humedad relativa en un rango de 40 a 70 %, aire 

ambiental un rango mínimo de 15 a 18 recambios por hora y ciclos de luz-obscuridad de 

12:12 horas, con libre acceso a alimento para roedores (pellets Labdiet 500I) y agua potable 

purificada, además de condiciones adecuadas de higiene y la cantidad de cama 

conveniente con recambios tres veces por semana.  

 

El protocolo (Efecto in vitro e in vivo de la combinación de albendazol y melatonina en 

glioblastoma multiforme. Número 150/16) fue aprobado por el Comité Institucional para el 

Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL) del INNN con oficio número 

CICUAL/SO/VI/22617/020/2017. Los experimentos se realizaron tanto en el bioterio del 

INNN, así como, en la Unidad de Experimentación Animal de la Facultad de Química de la 

Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM).  
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Las ratas se pesaron al momento de su recepción y se mantuvieron 7 días en observación 

visual general (alimentación, estado del pelaje, piel y ojos, evacuación de heces y 

movilidad). Después de ese periodo los animales se pesaron y se llevó a cabo la inoculación 

de las células. Los animales se anestesiaron vía intraperitoneal con ketamina y xilacina a 

una concentración de 70 mg/kg y 8 mg/kg respectivamente. Inmediatamente después se 

colocaron en el aparato estereotáxico, la base del cráneo se rasuró y desinfectó con 

antiséptico, para realizar un trepano empleando las coordenadas de 2 mm lateral y 2 mm 

anterior al bregma (cuerpo calloso) del lado derecho del cráneo. Se inyectaron 1×105 células 

RG2 suspendidas en 5 μl de DMEMC a 3 mm de profundidad de la duramadre a una 

velocidad de 0.5 μl/min, en un lapso de 10 minutos, empleando una bomba de infusión y 

una micro jeringa de vidrio de 10 μl. Se dejó un espacio de tiempo de 5 minutos para la 

difusión de las células.  

 

Se inocularon de 3 a 5 ratas en un día.  Antes de cada inoculación se corroboró la viabilidad 

de la solución conteniendo las células, en una cámara de Neubauer empleando un 

microscopio óptico campo claro. Se verificó con cronómetro que el volumen de la solución 

(5 μl) pasara a través de la jeringa en los 10 minutos establecidos y de esta manera tener 

una alta probabilidad de que las células llegaran a la coordenada de implante. Cada rata se 

operó entre 20 a 30 minutos y ninguna murió en cirugía. Una vez realizada la cirugía, los 

animales estuvieron en observación durante los siguientes 7 días, para identificar 

alteraciones neurológicas evidentes y tempranas (deterioro del agarre de las patas traseras 

o paresia (grado de debilidad muscular leve a moderado), cambios tróficos (la piel se hace 

más delgada y el pelo crecen más lentos), alteraciones en la alimentación, movimiento y 

evacuación de heces, así como presencia de hemorragia y disminución de peso drástico) y 

en caso de presentarse descartarlos. 

 

7.8.3 Tratamientos y evaluación de sobrevida 

Siete días después de la implantación de las células, se formaron aleatoriamente 4 grupos 

de estudio, los cuales fueron un grupo control (vehículo), ALB, MLT y la combinación ALB 

con MLT, las cuales se administraron durante 20 días vía oral de acuerdo a cada grupo de 

tratamiento. La solución para el grupo control (vehículo) se preparó mezclando en vortex el 

Cremophor EL con agua hasta obtener una concentración al 40 %. La dosis de ALB fue de 

25 mg/kg, la de MLT fue de 15 mg/kg y en el caso de la combinación, las dosis de los 

fármacos fueron a las mismas concentraciones que se emplearon de manera individual. El 
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vehículo fue utilizado para disolver los fármacos. Las soluciones de tratamiento se 

prepararon diariamente. 

 

La administración se llevó a cabo en un horario de entre las 7:00 y 9:00 a.m. por vía oral, 

utilizando una cánula de administración de acero inoxidable, inmovilizando a la rata e 

introduciendo la cánula en el hocico para administrar los 0.5 ml de la solución de MLT o los 

0.7 ml de la solución de ALB. En el caso de la combinación se administró primero los 0.5 

ml de la solución de MLT y 15 minutos después los 0.7 ml de la solución de ALB. Las ratas 

se pesaron cada tercer día, se mantuvieron en observación, se registraron los decesos 

diariamente para la evaluación de sobrevida Kaplan Meier. El tiempo de corte del estudio 

fue a los 90 días.  Los animales que presentaron alteraciones en la piel, en la alimentación 

o en la movilidad, o baja de peso considerable, fueron dispuestas para eutanasia con 

pentobarbital sódico vía intravenosa (induce inconciencia con dolor mínimo o transitorio de 

la aguja) a una concentración de 120-210 mg/kg de peso e inmediatamente después se 

perfundieron con PBS y después con paraformaldehído (4 %) vía intraventricular para la 

fijación del cerebro. 

  

7.8.4 Evaluación histológica  

Procesamiento del tejido: Los cerebros de las ratas que murieron a lo largo del estudio, así 

como el de las que se sometieron a eutanasia, se removieron del cráneo y se almacenaron 

para fijación en paraformaldehído (4 %) por 24 horas y posteriormente se pasaron a 

solución de formaldehído (4 %) amortiguado, hasta el siguiente paso.  

 

Inclusión del tejido:  Se realizó el corte de los cerebros en 4 segmentos, los cuales fueron 

colocados en cassettes he histoquinette (Leica TP 1020), sumergiéndolos en dos 

soluciones de formaldehído (4 %) consecutivas, para después gradualmente deshidratarlos 

en una serie de soluciones de alcoholes a concentraciones ascendentes de 70 %, 96 %, 96 

%, 100 %, 100 %, 100 %, xilol y xilol. Enseguida pasaron por dos soluciones de parafina 

fundida durante 6 horas a 60°C, para después colocar el tejido en moldes de metal a los 

cuales se les puso parafina fundida y se les dejó solidificar en frío en un centro de inclusión 

de tejidos (Leica EG 1160). 

 

Cortes de tejido: Hasta el momento, se trabajó un cerebro de cada grupo de tratamiento. 

Los bloques con los tejidos incluidos en parafina solificada se colocan en un micrótomo 
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(Leica RM2125T) y se realizaron cortes coronales seriados de 7 μm los cuales se montaron 

en portaobjetos recubiertos de silano al 2 %. 

 

Tinción del tejido y montaje: Los portaobjetos fueron colocados en una canastilla y 

sumergidos en soluciones de xilol para desparafinar y enseguida se sumergieron en una 

serie de soluciones de alcoholes a concentraciones descendentes para hidratar el tejido y 

teñirlo primero con hematoxilina y enseguida con eosina, para finalmente llevar a cabo el 

proceso de montaje colocando resina en los tejidos adheridos a los portaobjetos y poniendo 

el cubreobjetos encima. A continuación, se describen los detalles del proceso.  

1. Xilol (3-5 baños). 

2. Xilol (3-5 baños). 

3. Xilol (3-5 baños). 

4. Alcohol 100 % (3-5 baños). 

5. Alcohol 96 % (3-5 baños). 

6. Agua (1 lavado). 

7. Hematoxilina de Harris (5 minutos). 

8. Agua (1 lavado). 

9. Alcohol acido 1 % (1 baño rápido). 

10. Agua (1 lavado). 

11. Agua amoniacal (3 segundos, se viran de color los núcleos). 

12. Agua (1 lavado). 

13. Eosina (30 segundos). 

14. Agua (1 lavado). 

15. Alcohol 96 % (3-5 baños). 

16. Alcohol 96 % (3-5 baños). 

17. Alcohol 100 % (3-5 baños). 

18. Alcohol 100 % (3-5 baños). 

19. Xilol (3-5 baños). 

20. Xilol (3-5 baños). 

21. Xilol (3-5 baños). 

22. Montaje en resina. 

 

Finalmente se tomaron fotografías en microscopio estereoscópico modular (Leica MZ6) con 

acercamiento de 2.5. 
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 7.9 Análisis estadístico 

Los datos de viabilidad celular y tipo de muerte celular se expresaron como media ± 

desviación estándar (DE). La normalidad de los datos se evaluó con la prueba de 

Kolmogorov-Smirnov. La homogeneidad de varianza se evaluó con una prueba de levene. 

Los resultados que presentaron homogeneidad de varianza > 0.05 fueron considerados con 

distribución normal, mientras los que presentaron homogeneidad de varianza < 0.05 fueron 

considerados con distribución no normal. Para determinar si había diferencias significativas 

entre los grupos, se realizó el análisis estadístico con la prueba de Kruskal-Wallis y una 

prueba de Dunn para comparaciones múltiples. El análisis se llevó a cabo utilizando el 

software SPSS (V. 15.0) y las diferencias se consideraron significativas a un valor de p < 

0.05. 

 

El análisis de la curva de sobrevida Kaplan Meier se realizó con la prueba de rango 

logarítmico (Mantel-Cox), utilizando el software SPSS (V. 15.0). 
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8. RESULTADOS  

8.1. Valores de Dm de ALB, SOALB y MLT 

Los resultados mostraron que, en las diferentes líneas celulares (C6, RG2 y U87), los 3 

fármacos presentaron un efecto dependiente de la concentración. El valor de Dm de ALB 

fue 0.6 µM tanto en la línea celular C6 como en la RG2, mientras que en la línea celular 

humana U87 el valor fue de 0.9 µM. En cuanto al SOALB, el valor de Dm en las líneas C6, 

RG2 y U87 fue de 22 µM, 26 µM, 36 µM respectivamente. En el caso de MLT, el valor de 

Dm en las tres líneas fue similar con valores de 1, 0.9 y 0.9 mM respectivamente (figura 2).  

 

 

Figura 2. Efecto concentración dependiente y Dm. Efecto de los fármacos individuales sobre la mortalidad 

celular a las 72 horas, en las tres líneas celulares por ensayo MTT. Cada barra representa la media ± DE de 

cuatro experimentos independientes, cada uno con seis repeticiones. 

 

8.2. Actividad antiproliferativa de la combinación de ALB con MLT  

Los resultados mostraron que, en todas las líneas celulares (C6, RG2 y U87), los 

tratamientos en combinación presentaron mortalidad dependiente de la concentración. 

Además, la mayoría de las combinaciones presentó mayor citotoxicidad que los fármacos 

solos, encontrándose diferencias estadísticamente significativas entre grupos (p < 0.05). De 

igual forma se encontró que la mortalidad de la mayoría de las combinaciones fue mayor 

que la obtenida con TMZ (p < 0.05). Así, en las células C6 las combinaciones de ALB 0.15 

µM + MLT 0.15 mM, ALB 0.3 µM + MLT 0.3 mM y ALB 0.6 µM + MLT 0.6 mM, presentaron 

38.3 %, 54 % y 65 % de mortalidad respectivamente, mientras la mortalidad de TMZ 100 

µM fue 31.9 %. En las células RG2 las combinaciones de ALB 0.03 µM + MLT 0.03 mM, 

ALB 0.07 µM + MLT 0.07 mM, ALB 0.15 µM + MLT 0.15 mM, ALB 0.3 µM + MLT 0.3 mM y 

ALB 0.6 µM + MLT 0.6 mM, presentaron 8.4 %, 14.9 %, 23.5 %, 44.2 % y 65 % de mortalidad 
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respectivamente, mientras que con TMZ 100 µM no presentó efecto. En el caso de las 

células U87, las combinaciones de ALB 0.05 µM + MLT 0.05 mM, ALB 0.11 µM + MLT 0.11 

mM, ALB 0.22 µM + MLT 0.22 mM, ALB 0.45 µM + MLT 0.45 mM y ALB 0.9 µM + MLT 0.9 

mM, presentaron 21 %, 34.3 %, 46 %, 60 % y 66 % de mortalidad respectivamente, mientras 

que TMZ 100 µM presentó un valor de 9.9 % (figura 3).  

 

 

Figura 3. Actividad antiproliferativa de ALB + MLT. Mortalidad celular obtenida con los fármacos individuales, 

con ALB (µM) + MLT (mM), en proporción 1:1, y TMZ (100 µM) en las tres líneas celulares. Prueba Kruskal-

Wallis y prueba de Dunn para comparaciones múltiples. Significación estadística * p < 0.05 al comparar el grupo 

de combinación con los fármacos solos, y ** p < 0.05 al comparar el grupo de combinación con TMZ.  

 

8.2.1. Efecto de la combinación de ALB con MLT sobre la morfología y tamaño celular  

Las imágenes de microscopía óptica (figura 4) mostraron cambios en la morfología, como 

forma alterada, tamaño celular reducido y confluencia reducida, los cuales fueron más 

evidentes con los tratamientos combinados que con los obtenidos con cada fármaco 

individual o TMZ, lo cual se correlacionó con resultados de mortalidad. 
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Figura 4. Efecto en la morfología celular con ALB + MLT. Imágenes de microscopía óptica (20X) resultantes de 

los tratamientos con los fármacos individuales, la combinación ALB (µM) + MLT (mM), en proporción 1:1, y TMZ 

(100 µM) en las tres líneas celulares.  

 

 

8.2.2. Interacción farmacológica de la combinación de ALB con MLT 

En células C6, se encontró que la combinación ALB con MLT a la concentración más alta 

presentó un efecto aditivo, mientras las otras combinaciones presentaron efecto sinérgico 

con valores de IC cercanos y menores a 1 respectivamente (figura 5).   
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Figura 5. Interacción farmacológica de ALB + MLT en células C6. Valores y representación gráfica de IC 

obtenidos con el software CompuSyn y la metodología de Chou–Talalay.  

 

Respecto a las células RG2, los resultados de IC para las combinaciones ALB con MLT 

mostraron un efecto sinérgico con la combinación más alta y baja, mientras que las otras 

combinaciones presentaron efecto aditivo (figura 6). 

 

 

Figura 6. Interacción farmacológica de ALB + MLT en células RG2. Valores y representación gráfica de IC 

obtenidos con el software CompuSyn y la metodología de Chou–Talalay.  

 

En relación con las células U87 los resultados de IC mostraron que todas las combinaciones 

presentaron efecto sinérgico, con valores menores a 1 (figura 7).   

 

 

Figura 7. Interacción farmacológica de ALB + MLT en células U87. Valores y representación gráfica de IC 

obtenidos con el software CompuSyn y la metodología de Chou–Talalay. 
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8.2.3 Efecto de la combinación de ALB con MLT sobre el tipo de muerte celular 

La Figura 8 muestra los diagramas de puntos representativos y la descripción gráfica del 

tipo de muerte celular en las diferentes líneas celulares tratadas con ALB, MLT, ALB con 

MLT y TMZ 100 µM. Se encontró que en las tres líneas celulares (C6, RG2 y U87) el 

tratamiento combinado de ALB con MLT, indujo un porcentaje de apoptosis 

estadísticamente mayor en comparación con el del vehículo (p < 0.05). 

 

 

Figura 8. Mecanismos de muerte celular con ALB + MLT. Gráficos de puntos representativos que muestran el 

efecto citotóxico de ALB y MLT solos o en combinación (proporción 1:1), en las tres líneas celulares. Inferior 

izquierda (Q4) = células vivas normales (AV- / 7-AAD-), Inferior derecha (Q3) = células apoptóticas tempranas 

(AV + / 7-AAD-). Superior derecha (Q2) = Células apoptóticas tardías (AV+/7-AAD+), Superior izquierda (Q1) = 

Células necróticas (7-AAD+). Representación gráfica de los porcentajes de células viables, apoptóticas y 

necróticas en tres líneas celulares. Los gráficos de barras representan la media ± DE de tres experimentos 
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independientes, cada uno con seis repeticiones. Kruskal-Wallis y prueba de Dunn para comparaciones 

múltiples. Significancia estadística * p < 0.05 al comparar los tratamientos con el vehículo. 

 

8.3. Actividad antiproliferativa de la combinación de SOALB con MLT  

En el caso de la administración conjunta de SOALB y MLT, se encontró que, en todas las 

líneas celulares, el efecto fue dependiente de la concentración. Además, la mayoría de las 

combinaciones presentó una mayor citotoxicidad que SOALB o MLT, encontrándose 

diferencias estadísticamente significativas entre grupos (p < 0.05). En las células C6, las 

combinaciones de SOALB 5 µM + MLT 0.25 mM, SOALB 10 µM + MLT 0.5 mM y SOALB 

20 µM + MLT 1 mM, mostraron una mortalidad de 44.2 %, 54.9 % y 68.9 % respectivamente, 

mientras la mortalidad de TMZ 100 µM fue de 39.2 % (p < 0.05).  

 

En células RG2 las combinaciones SOALB 1.6 µM + MLT 0.05 mM, SOALB 3.2 µM + MLT 

0.11 mM, SOALB 6.5 µM + MLT 0.22 mM, SOALB 13 µM + MLT 0.45 mM y SOALB 26 µM 

+ MLT 0.9 mM, presentaron valores de mortalidad de 9.4 %, 17.4 %, 27.3 %, 51.1 % y 77.2 

% respectivamente, mientras que TMZ 100 µM no presentó efecto. En el caso de las células 

U87, los valores de mortalidad de las combinaciones de SOALB 2.25 µM + MLT 0.05 mM, 

SOALB 4.5 µM + MLT 0.11 mM, SOALB 9 µM + MLT 0.22 mM, SOALB 18 µM + MLT 0.45 

mM y SOALB 36 µM + MLT 0.9 mM, fueron 32.5 %, 38.1 %, 44.8 %, 61.1 % y 67.4 % 

respectivamente, mientras que la mortalidad de TMZ fue de 16.7 % (p < 0.05) (figura 9).  

 

 

Figura 9. Actividad antiproliferativa de SOALB + MLT. Mortalidad celular obtenida con TMZ (100 µM), los 

fármacos individuales y con SOALB (µM) + MLT (mM) en proporción 20:1 en células C6; 29:1 en células RG2 y 

40:1 en células U87. Prueba Kruskal-Wallis y prueba de Dunn para comparaciones múltiples. Significación 

estadística * p < 0.05 al comparar el grupo de combinación con los fármacos solos, y ** p < 0.05 al comparar el 

grupo de combinación con TMZ. 
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8.3.1. Efecto de la combinación de SOALB y MLT sobre la morfología y tamaño celular  

Los resultados de microscopía óptica (figura 10), mostraron cambios morfológicos en las 

tres líneas celulares, como forma alterada, tamaño celular reducido y confluencia reducida, 

siendo más evidentes con el tratamiento combinado, lo cual se correlacionó con resultados 

de mortalidad.  

 

 

Figura 10. Efecto en la morfología celular con SOALB + MLT. Imágenes representativas de microscopía óptica 

(20X), del efecto obtenido tras el tratamiento con los fármacos individuales, con la combinación SOALB (µM) + 

MLT (mM) y TMZ (100 µM) en las tres líneas celulares. 

 

8.3.2. Interacción farmacológica de la combinación de SOALB con MLT 

Al evaluar la interacción farmacológica de los tratamientos en combinación, se encontró que 

en las células C6, la combinación con la concentración más alta presentó un efecto aditivo, 

mientras las otras combinaciones presentaron efecto sinérgico (figura 11).   
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Figura 11. Interacción farmacológica de SOALB + MLT en células C6. Valores y representación gráfica de IC 

obtenidos con el software CompuSyn y la metodología de Chou–Talalay. 

 

En el caso de las células RG2, los resultados de IC indicaron que la combinación SOALB 

26 µM + MLT 0.9 mM presentó sinergismo, la combinación SOALB 13 µM + MLT 0.45 mM 

aditividad, mientras las otras presentaron efecto antagónico (figura 12).  

 

 

Figura 12. Interacción farmacológica de SOALB + MLT en células RG2. Valores y representación gráfica de IC 

obtenidos con el software CompuSyn y la metodología de Chou–Talalay. 

 

En las células U87, se encontró que al igual que con el tratamiento ALB + MLT, todas las 

combinaciones con SOALB + MLT presentaron efecto sinérgico debido a que el IC fue 

menor a 1 (figura 13). 

  

 

 



51 

 

 

Figura 13. Interacción farmacológica de SOALB + MLT en células U87. Valores y representación gráfica de IC 

obtenidos con el software CompuSyn y la metodología de Chou–Talalay. 

 

8.3.3 Efecto de la combinación de SOALB con MLT sobre el tipo de muerte celular 

En la figura 14 se presentan, los diagramas de puntos representativos y la descripción 

gráfica del tipo de muerte en las diferentes líneas celulares. Al igual que con las 

combinaciones de ALB con MLT, se encontró que en todas las líneas (C6, RG2 y U87), la 

combinación de SOALB con MLT presento un porcentaje de apoptosis significativamente 

mayor que el control (p < 0.05). 
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Figura 14. Mecanismos de muerte celular con SOALB + MLT. Gráficos de puntos representativos que muestran 

el efecto citotóxico de SOALB y MLT solos o combinados en la línea C6 (relación 20:1), en la línea RG2 (relación 

29:1) y en la línea U87 (relación 40:1). Inferior izquierda (Q4) = células vivas normales (AV- / 7-AAD-), Inferior 

derecha (Q3) = células apoptóticas tempranas (AV + / 7-AAD-). Superior derecha (Q2) = Células apoptóticas 

tardías (AV+/7-AAD+), Superior izquierda (Q1) = Células necróticas (7-AAD+). Representación gráfica de los 

porcentajes de células viables, apoptóticas y necróticas en tres líneas celulares. Los gráficos de barras 

representan la media ± DE de tres experimentos independientes, cada uno con seis repeticiones. Kruskal-Wallis 

y prueba de Dunn para comparaciones múltiples. Significancia estadística * p < 0.05 al comparar los 

tratamientos con el vehículo. 

 

8.4.   Evaluación del estudio piloto en el modelo de GB 

Los resultados mostraron que después de la cirugía, la mayoría de las ratas se encontraban 

en condiciones de salud relativamente estables, no presentaban alteraciones neurológicas 
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tempranas, como debilidad muscular, alteraciones en el pelaje, la alimentación, la movilidad 

o la evacuación de heces, Tampoco se observó presencia de hemorragia. 

 

En la evaluación macroscópica de ratas sin tratamiento (control), en se encontró evidencia 

de presencia de masa tumoral, un incremento en el tamaño del hemisferio implantado y la 

línea media del cerebro desplazada, lo cual es característico de la presencia del tumor.  En 

la figura 15 se muestra la evaluación histológica de una rata, la cual murió a los 35 días 

poscirugía, con un tamaño lineal de la masa tumoral aproximada de 6 mm (Figura 15). 

 

En el caso de las ratas con tratamiento de MLT también se encontró un incremento en el 

tamaño del hemisferio implantado, la línea media del cerebro desplazada, y presencia de 

masa tumoral con lesiones que fueron de desde 1 mm aproximadamente en ratas vivas 

hasta los 90 días, a 6 mm aproximadamente en ratas muertas durante el estudio, como el 

del ejemplo que se muestra, el cual es de una rata que murió a los 10 días poscirugía la 

cual presento un tamaño lineal aproximado de 6 mm (Figura 15). 

 

Respecto a las ratas con tratamiento de ALB y la combinación ALB + MLT se encontraron 

características similares de presencia de tumor con lesiones de hasta 5 mm en ratas que 

murieron durante es estudio, mientras que en ratas que estuvieron vivas hasta los 90 días, 

se encontraron lesiones menores de 1 mm aproximadamente, como fue el caso de los 

ejemplos de una rata de cada uno de estos grupos mostrados en la Figura 15.  

 

En el caso de la evaluación histológica, la cual se realizó a una rata de cada grupo, se 

encontró evidencia de invasión celular focal en el área de inoculación de las células RG2, 

en la rata control y en la del grupo de administración de MLT. En las ratas del grupo con 

tratamiento de ALB y con la combinación, la presencia de una invasión celular se observó 

mínimamente (Figura 15).   
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Figura 15. Evaluación macroscópica e histológica de tejido del modelo de GB. Fotografías representativas de 

un cerebro de rata Fischer implantada con células RG2, de cada grupo de tratamiento y el grupo control 

(vehículo).  

 

Los resultados de la evaluación de sobrevida con la prueba de Kaplan Meier, mostraron 

que el grupo control presentó una estimación de sobrevida acumulada de 47 días, el de 

MLT de 52 días, mientras en el grupo de ALB fue de 67 días, y en el de la combinación de 

72 días, sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre grupos (Figura 16).  

 

 

Figura 16. Evaluación del estudio piloto de sobrevida con la combinación ALB + MLT. Gráfico de curva de 

sobrevida Kaplan Meier con la prueba de rango logarítmico (Mantel-Cox), en ratas Fisher implantadas con 

células RG2. Azul = control; verde = MLT; rojo = ALB; anaranjado = ALB+MLT.  
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9. DISCUSIÓN 

El GB sigue siendo el tumor cerebral más agresivo, invasivo y letal, que se infiltra 

ampliamente en el cerebro, crece rápidamente y presenta una alta frecuencia de 

recurrencia (Birzu y cols., 2020). En México aun cuando existen diferentes medicamentos 

aprobados para esta enfermedad como la TMZ, CCNU, BCNU y BVZ, la supervivencia 

promedio no supera los 15 meses (Erazo-Valle-Solís y cols., 2017). El mal pronóstico se 

atribuye a la infiltración de las células malignas al tejido sano; el acceso restringido de los 

fármacos a través de la BHE (Wang y cols., 2019; Dymova y cols., 2021); la limitación para 

la acumulación intracelular de fármacos debido a transportadores de eflujo como la PgP y 

el PRCM (Lin y cols., 2014) y los mecanismos de defensa de las células tumorales como la 

reparación del ADN frente al daño inducido por el tratamiento con TMZ (Bae y cols., 2014; 

Lozinski y cols., 2021), entre otros. 

  

En 2009 la FDA aprobó el anticuerpo monoclonal BVZ para su uso en pacientes con GB 

recurrente, sin embargo, con este tratamiento el tiempo de sobrevida no ha superado los 2 

años (Wick y cols., 2018; Lyne y Yamini, 2021). En la búsqueda de nuevas estrategias se 

encuentran nuevos anticuerpos monoclonales, terapias virales, vacunas, reposicionamiento 

de fármacos y combinaciones de fármacos. La investigación de terapia combinada ha 

ganado mucha atención, debido al potencial que presenta para aumentar la eficacia, 

disminuir las dosis y efectos adversos, así como contrarrestar mecanismos de resistencia, 

entre otros (Rattray y cols., 2021; Yool y Ramesh, 2020; Lyne y Yamini, 2021; Debela y 

cols., 2021). 

 

En la búsqueda de una nueva opción para el tratamiento de GB, para el presente trabajo 

se seleccionaron dos moléculas: el ALB y la MLT, tomando como base sus efectos 

citotóxicos y sus distintos mecanismos de acción. Se evaluó también la combinación de 

MLT con SOALB considerando que este metabolito ha presentado las concentraciones más 

altas en plasma y LCR al administrar el ALB por vía oral (González‐Hernández y cols., 

2012).  

 

Los resultados mostraron que, en todas las líneas celulares, el ALB y la MLT presentaron 

efectos citotóxicos, siendo MLT la más efectiva con porcentajes de mortalidad en promedio 

del 90 % y el ALB el más potente. Al analizar los datos de SOALB, se encontró que fue 

igualmente efectivo que el ALB, pero menos potente. Se ha reportado que las líneas 
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celulares C6, RG2 y U87 expresan el transportador de eflujo PRCM (Gilg y cols., 2008; 

Bhatia y cols., 2012; de Gooijer y cols., 2021). El hecho de que el SOALB fuera menos 

potente podría deberse a que esta molécula es sustrato del transportador PRCM y por lo 

tanto se requiere mayor concentración para obtener el efecto (Merino y cols., 2005).  

 

Los resultados de citotoxicidad de ALB y MLT encontrados en el presente estudio, 

concuerdan con lo reportado previamente en las líneas celulares C6 y U87 (Bai y cols., 

2011; Liang y cols., 2019; Ariey-Bonnet y cols., 2020; Marslin y cols., 2017; Martín y cols., 

2006; Gu y cols., 2017). Con respecto a SOALB, este es el primer estudio que muestra su 

efecto sobre células de glioma. Los resultados son importantes considerando que este 

metabolito cruza la BHE y podría contribuir al efecto en las células del tumor cerebral.  

 

Respecto al efecto de las combinaciones se encontró que, en las tres líneas celulares se 

produjeron efectos citotóxicos, así mismo, al realizar la comparación de las combinaciones 

de ALB con MLT con las de SOALB con MLT empleando las concentraciones en las cuales 

las contribuciones de los efectos de cada fármaco fueron aproximadamente iguales, se 

observó en la combinación con SOALB presentó una tendencia de mayor mortalidad, que 

la combinación ALB-MLT. Por ejemplo, en la línea celular RG2, la mortalidad de SOALB 26 

µM + MLT 0.9 mM fue de 77 % RG2, mientras que el valor de mortalidad de ALB 0.6 µM + 

MLT 0.6 mM fue de 65 %. Estas diferencias podrían estar relacionadas con una inhibición 

de la expresión del transportador PRCM por MLT, lo cual evitaría que SOALB sea expulsado 

de la célula aumentando su citotoxicidad.  

 

En el caso de la interacción farmacológica, se encontró que, en las líneas celulares, C6 y 

U87 las combinaciones de ALB con MLT y de ALBSO con MLT presentaron efectos aditivos 

o sinérgicos, mientras que en la línea RG2 algunas de las combinaciones presentaron 

efectos antagónicos.  Sin embargo, en esta línea RG2, la combinación SOALB 26 µM con 

MLT 0.9 mM fue la que presentó el mayor porcentaje de mortalidad con 77 % y un alto 

sinergismo con un valor de IC de 0.5. Aun cuando las tres líneas celulares presentan un 

alto índice mitótico, mutación de la proteína p16 (proteína supresora de tumores) y 

pleomorfismo nuclear (variabilidad de la forma y el tamaño de los núcleos, característico en 

tumores), las diferencias encontradas entre las  células RG2 y las otras 2 líneas celulares, 

podrían estar relacionadas a que esta línea celular presenta mayores niveles de invasividad 

y de focos de necrosis tumoral, presencia de vimentina (marcador metastásico) y mutación 
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de la proteína KRAS (participa en vías de transducción de señales de crecimiento y 

diferenciación celular (Giakoumettis y cols., 2018). 

 

El principal mecanismo de muerte celular de los fármacos individuales fue por apoptosis, lo 

cual concuerda con lo reportado previamente para ALB (Liang y cols., 2019) y MLT (Talib y 

cols., 2021; Martín y cols., 2010). En el caso de las combinaciones, se encontró que en las 

líneas celulares C6 y RG2, el porcentaje de apoptosis fue mayor que el obtenido con los 

fármacos individuales, sin embargo, en la línea U87 no se encontraron diferencias entre los 

tratamientos, lo cual podría deberse a que las concentraciones evaluadas en las líneas C6 

y RG2 fueron mayores o bien a otros mecanismos de muerte celular, como la autofagia 

(Martín y cols., 2014, Zhou y cols., 2019).  

 

Los resultados in vitro de la combinación ALB con MLT, así como de SOALB con MLT 

demostraron que el efecto fue mayor que el obtenido con los fármacos por separado, lo 

cual podría estar relacionado a sus diferentes mecanismos de acción.  

 

En relación al estudio piloto in vivo, se observó una pérdida de peso promedio de 46 g en 

las ratas que murieron durante el período de experimentación, lo cual hace suponer que la 

pérdida de peso y la posterior muerte está relacionada a la presencia de tumor cerebral.  

 

En estudios previos realizados en modelos de glioma intracraneal empleando ratas Fisher, 

se reportó un porcentaje de positividad a tumor de 88 %, comprobado con evaluaciones de 

resonancia magnética e histología (Biasibetti y cols., 2017). En el presente estudio el 

porcentaje de animales del grupo control que fallecieron entre los 14 a los 47 días post 

cirugía fue de 70 %, lo cual hace pensar que en el 30 % restante, el tumor no se implantó. 

Para corroborar este supuesto, hubiera sido necesario llevar a cabo el estudio 

histopatológico de todos los animales empleados en el estudio.  

 

Al construir la curva Kaplan Meier, se encontró una tendencia mayor en la sobrevida de las 

ratas del grupo de combinación (estimación de 72 días de sobrevida), con un aumento del 

7 % en comparación con el grupo de ALB, del 28 % con el de MLT y del 35 % con el control.  
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El incremento de la citotoxicidad encontrado con la combinación de ALB o ALBSO con MLT, 

podría estar relacionado a una complementariedad de los mecanismos de acción de los 

fármacos bajo estudio. En la figura 17 se resumen los mecanismos actualmente reportados 

a través de los cuales podría llevarse a cabo el efecto sinérgico.  

 

 

Figura 17. Mecanismos de acción de ALB y MLT a través de los cuales podría presentarse el efecto sinérgico 

en células de GB. ALB: Albendazol. MLT:  Melatonina. HK: Hexoquinasa, PK: piruvato quinasa. AKT: Proteína 

quinasa B. NF-kB: Factor nuclear kB. TFAM, TFB1M y TFB2M: Factores de transcripción mitocondriales. RTQ: 

Receptor tirosina quinasa. MT-ND1: subunidad 1 (complejo I) de NADH deshidrogenasa. ADNmt: ADN 

mitocondrial. ERO: Especies reactivas de oxígeno. ↑: Incremento. ↓: disminución.  
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10. CONCLUSIONES 

Las combinaciones de ALB con MLT y SOALB con MLT in vitro presentaron efectos aditivos 

y sinérgicos en las diferentes líneas bajo estudio, lo cual podría deberse a mecanismos de 

acción complementarios. 

 

En el estudio in vitro, las alteraciones morfológicas y la disminución de la confluencia fue 

más evidentes con las combinaciones que con los fármacos individuales, siendo el principal 

tipo de muerte celular, la apoptosis. 

 

En el estudio piloto in vivo, aun cuando no se encontraron diferencias estadísticamente 

significativas entre los tratamientos, la combinación presento una mayor tendencia de 

sobrevida. 

 

Los resultados del presente estudio muestran que la combinación ALB con MLT podría ser 

una estrategia potencial para ayudar en el tratamiento del GB, considerando que se conoce 

su perfil de seguridad de ambos fármacos, estos están disponibles comercialmente y son 

económicos. Sería necesario llevar a cabo las evaluaciones moleculares relacionadas con 

los mecanismos de acción involucrados, así como, realizar el estudio final in vivo. 
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11. PERSPECTIVAS 

- Realizar evaluaciones in vitro para evidenciar los mecanismos que se presentan con los 

tratamientos individuales (ALB, SOALB y MLT) y las combinaciones (ALB + MLT y SOALB 

+ MLT), que coadyuven a la interpretación del efecto de interacción sinérgica encontrado. 

Los estudios serían los siguientes: 

 

*Determinación de la expresión y actividad de enzimas (HK, PK, AKT) y factores de 

transcripción (NF-kB y TFAM). 

* Determinación de la concentración de ATP intracelular.  

* Determinación de la actividad de la polimerización de tubulina. 

* Determinación de ERO intracelulares.  

*Evaluación de la expresión del transportador PRCM. 

*Análisis del ciclo celular. 

 

  - Llevar a cabo el estudio final in vivo en el modelo de glioma, realizando las siguientes 

modificaciones:  

*Para la evaluación de la eficacia se prepararán suspensiones de ALB y MLT, en 

carboximetilcelulosa al 0.5 %. Para la avaluación del efecto de la combinación se 

administrarán las suspensiones de manera conjunta. 

*Para la evaluación del implante del tumor, al final del estudio se llevará a cabo un 

seguimiento por resonancia magnética y un análisis histopatológico de todos los 

animales. 

*Para la evaluación de hepatotoxicidad, al final del estudio se realizará la medición 

en plasma de las enzimas alanina aminotransferasa, aspartato aminotransferasa y 

gamma-glutamil transferasa. 

*Para la evaluación de balance, coordinación, desplazamiento, exploración y 

actividad locomotora se realizarán pruebas con equipos de rotarod (cilindro 

rotatorio) y optovarimex (unidad de registro óptico) al final del estudio. 
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13 ANEXOS  

13.1. Artículo  
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13.2. Difusión y divulgación científica  
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