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RESUMEN

Introduccion: En el tratamiento del melanoma se estan
ensayando distintas citoquinas, entre las que destaca el
IFNo., no existiendo estudios experimentales con productos
homeopaticos. Material y métodos: «In vitro» la linea
B16F10 fue tratada durante 24, 48 y 72 horas con [FNo/10
a 1.000.000 Ul/ml y con Lymphomyosot 1/1 y 1/3 (v/v),
cuantificando la viabilidad celular con el test del MTT. «In
vivoy realizamos dos experimentos con 80 ratones machos
a los que inyectamos 1X10° células B16F10 y tratamos con:
I (PBS), I IFNo), IIT (Lymphomyosot) y IV (IFNo. mas
Lymphomyosot), realizando el estudio morfoldgico. Resul-
tados: «In vitro» el IFNo a altas concentraciones inhibio el
crecimiento celular y el Lymphomyosot no mostr6 efectos
citotoxicos. «In vivo» el IFNa redujo el indice de prolifera-
cién celular y la extension de los infiltrados inflamatorios,
mientras que el Lymphomyosot origind disminucioén signi-
ficativa de los pesos y necrosis tumorales. Conclusiéon: El
IFNo ha mostrado citotoxicidad en ambos modelos y el
Lymphomyosot ausencia de toxicidad y efecto antitumoral
indirecto probablemente al aumentar la respuesta del hués-
ped.

Palabras clave: C57BL/6J, melanoma B16F10, IFNa,
Lymphomyosot, «in vitroy», «in vivoy.

SUMMARY

Introduction: Several cytokines are being tested in the
treatment of melanoma. Among them IFNo should be high-
lighted, whilst no other experimental studies using homeo-
pathic products are underway. Material & Methods: «In
vitro»: the cell line B16F10 was treated at 24, 48 and 72
hours with IFNo/10 at 1,000,000 IU/ml and with
Lymphomyosot 1/1 and 1/3 (v/v). Cell viability was quanti-
fied using MTT test. «In vivo»: two experiments were
carried out on 80 male mice which were injected with 1x10°
BI6F10 cells and treated with: I (PBS), II (IFNa), III
(Lymphomyosot) and IV (IFNo plus Lymphomyosot). A
morphological study was also performed. Results: «In
vitroy: at high concentrations of IFNa, cell growth was
inhibited and Lymphomyosot showed no cytotoxic effects.
«In vivoy: IFNa reduced the cell-proliferation rate as well
as the extent of spread of inflammatory infiltrates, whilst
Lymphomyosot caused a significant tumor weight drop and
necrosis. Conclusion: IFNo, displayed cytotoxicity in both
models whilst Lymphomyosot had an absence of toxicity
and an indirect anti-tumor effect, probably due to an increa-
se in the host's response.
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INTRODUCCION

Los estudios epidemiologicos sefialan un aumento
progresivo de las tasas de incidencia y mortalidad del
melanoma cutaneo en la mayoria de los paises del mun-
do (1), que en la década pasada fueron mayores que las
de ningun otro cancer (2), siendo responsable del 78% de
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las muertes por cancer de piel (3). En los Estados Unidos
de América el crecimiento fue del 3,3% anual durante el
periodo 1990-1996 (4). En Espana (5) se produjeron 639
fallecimientos por melanoma cutdneo en 1995, que
supone el 0,7% de las muertes por cancer en ese afio,
habiéndose multiplicado la tasa de mortalidad por 3,3 en
varones y 2,5 en mujeres durante los tltimos veinte aflos.
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Aunque la cirugia suele ser curativa en las etapas preco-
ces, frecuentemente el diagnostico se realiza en fases evolu-
cionadas donde suele ser ineficaz, lo que explica que se
hayan realizado numerosos ensayos con diversas terapias,
aunque con efectos escasos y controvertidos (6), ademas de
importantes acciones indeseables. Esto ha llevado al des-
arrollo de la investigacion «in vitro» e «in vivo» sobre todo
con antineoplasicos de amplio espectro (7), antibioticos,
bioterapia, bioquimioterapia y productos naturales como
compuestos fenolicos, citoquinas etc. Durante los ultimos
afios se han ensayado distintas citoquinas entre las que des-
taca el interfer6n alfa (IFNo). En 1968 la Food Drug Admi-
nistration (FDA) aprobd su uso terapéutico que ha demos-
trado gran eficacia en procesos hematoldgicos (leucemias,
linfomas, mieloma, etc., con remisiones del 75-90%); infec-
ciones virales (hepatitis B y C, herpes y papiloma genital
con remisiones entre el 30-70%) e incluso en tumores soli-
dos (melanoma, carcinoma renal, sarcoma de Kaposi, etc.),
aunque con resultados mas variables (8).

Por otra parte, las Medicinas Complementarias y
Alternativas estan creciendo entre la poblacion y su utili-
zacidn en pacientes con cancer, no es excepcion, pues en
distintos paises es una practica frecuente (9) en todo tipo
de tumores y estadios de evolucion (10). E1 Lymphomyo-
sot es un agente homeopatico que actia como drenador
linfatico (11) y activando el mesénquima (base de la
inmunorregulacion general e inespecifica) (12).

El objetivo de nuestro trabajo ha consistido en estu-
diar los efectos del IFNo y del producto homeopatico
Lymphomyosot (individualizados y en combinacion)
sobre el crecimiento del melanoma B16F10 «in vitro» e
«in vivoy trasplantado a ratones C57BL/6J.

MATERIAL Y METODOS

Linea celular: Hemos utilizado la linea murina
B16F10, variante altamente metastasica establecida a par-
tir de la linea original B16, procedente de la European
Collection Cell Culture (ECCC), UK. Las células fueron
cultivadas en medio minimo esencial de Eagle pH= 7,2-
7,4 (EMEM) de Gibco (EEUU), suplementado con un
10% de suero bovino fetal (SBF) de Gibco, penicilina
(100Ul/ml) y estreptomicina (100pg/ml) de Sigma Co.
(Madrid, Espaiia). La incubacion se realizé a 37°C, una
atmosfera del 95% de humedad relativa y 5% de CO,.

Animales de experimentacion: Utilizamos 80 rato-
nes machos de la cepa C57BL/6J de 11 semanas, proce-
dentes del Servicio de Animales de Laboratorio de la
Universidad de Murcia (Licencia 30030-2AB).

Agentes farmacolégico y homeopatico: Interferon
alfa (IFNo) (Roche Farma, Madrid, Espafia), viales
inyectables con 18 millones de unidades internacionales
(UI) de IFNa. en 3 mililitros de solucién salina tampona-
da con fosfato (PBS) de Sigma Co. Lymphomyosot (Bio-
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logische Heilmittel Heel GMBH, Baden-Baden, Alema-
nia); producto homeopatico compuesto de Myosotis
arvensis D3, Veronica D3, Teucrium scorodonia D3,
Pinus silvestris D4, Gentiana lutea D5, Equisetum hie-
male D4, Zarzaparrilla D6, Scrophularia nodosa D3,
Juglans regia D3, Calcium phosphoricum D12 Natrium
sulfuricum D4, Fumaria oficinalis D4, Levothyroxinum
D12, Aranea diadema D6 0,50 ml, Geranium robertia-
num D4, Nasturtium aquaticum D4 y Ferrum iodatum
D12 ana 1,1 pl

Procedimiento experimental

Modelo in vitro: Para evaluar el efecto de los agen-
tes sobre el crecimiento celular, sembramos placas de 96
pocillos/1.500 células por pocillo. Después de 24 horas
las células fueron incubadas durante 24, 48 y 72 h. con
los agentes y a las concentraciones siguientes.

Interferon alfa: 10 Ul/ml, 100 Ul/ml, 1000 Ul/ml,
10.000 Ul/ml, 150.000 Ul/ml, 200.000 Ul/ml, 250.000
Ul/ml, 500.000 Ul/ml y 1.000.000 UI/ml.

Lymphomyosot: Dos diluciones en el medio de cul-
tivo, (v/v): 1/1 y 1/3.

Cuantificacion de la viabilidad celular: Test con
MTT.

Para cuantificar la viabilidad celular de los cultivos
controles y tratados realizamos el ensayo colorimétrico
con MTT adaptando los métodos de Carmichael (13,14)
y Alley (15) a nuestras condiciones basandonos en estu-
dios previos (16,17). Cada 24 horas se procedi6 a la eva-
luacion de la viabilidad celular mediante la incubacion
durante 4 horas con una diluciéon de MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromi-
de)] (1 mg/ml), posterior solubilizacion con dimetilsul-
foxido y lectura a 570 nm 690 nm de referencia.

Modelo in vivo: Hemos realizado dos experimentos
(A y B) con 40 ratones C57BL/6J. En cada experimento
distribuimos los animales en cuatro grupos de tratamien-
to (I, I, Il y IV), de 10 animales a los que inoculamos
1x10° células de la linea B16F10 via subcutanea, en la
region inguinal izquierda e iniciamos el tratamiento el
mismo dia del implante mediante inyeccion subcutanea
en la region inguinal derecha.

Grupo I (Control): PBS (0,2 ml/ratén/5 dias por
semana).

Grupo II: IFNa (25.000 Ul/raton/3 dias por semana.
(Dosis total 375.000 UI).

Grupo III: Lymphomyosot (0,2 ml/ratéon/5 dias a la
semana (Dosis total 4,4ml).

Grupo IV: IFNo (3 dias a la semana, 375000 UI) +
Lymphomyosot (5 dias a la semana, 4,4 ml).

Estudio anatomopatolégico: A los treinta dias de la
inoculacion tumoral, sacrificamos los animales realizan-
doles la necropsia. Los tumores fueron pesados y foto-
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grafiados, fijados en formol neutro tamponado al 10% y
procesados por el método habitual de inclusion en para-
fina y seccionados a 3 pm. En las secciones teflidas con
Hematoxilina-Eosina estudiamos las caracteristicas
microscopicas, arquitectura, citologia, etc. asi como la
extension de la necrosis tumoral y de los infiltrados
inflamatorios, que fueron valorados de 1 a 3 seglin ocu-
paran menos de 1/3, 2/3 o mas de 2/3 del parénquima
tumoral en 10 campos de gran aumento (500X) en cada
tumor, por dos observadores.

Estudio Inmunohistoquimico: Lo realizamos en el
experimento B. Para la identificacion de las células reac-
tivas al antigeno anti-Ki67, se empleo la técnica inmuno-
histoquimica de estreptavidina-biotina (Dako, Den-
mark), usando como anticuerpo primario el anticuerpo
monoclonal Monoclonal Mouse Anti-Human Ki-67
Antigen Clone MIB.1 (Dako, Denmark) a dilucién
1:200. Las muestras se incubaron en camara huimeda
durante 24 horas a 4° centigrados. El revelado se realizo
con una solucion tamponada conteniendo diaminobenci-
dina (Dako, Denmark). La reaccion de oxidacion de la
peroxidasa fue interrumpida bajo control microscépico
mediante el lavado de las preparaciones con agua
corriente. El contraste se efectud con hematoxilina. Para
verificar la especificidad de la reaccion, el suero anti-
Ki67 fue sustituido por PBS en lugar del anticuerpo pri-
mario con una muestra control. Para la cuantificacion se
midi6 en 10 campos de gran aumento (500x) el numero
de ntcleos positivos en cada tumor.

Estudio estadistico: Para analizar la efectividad de los
tratamientos hemos realizado la comparacion de medias
mediante un andlisis de varianza simple o de una via (tra-
tamiento) controlando la duracion de los tratamientos,
completando con la comparacion de medias dos a dos con
el test de la t de Student y la correccion de Bonferroni.

RESULTADOS
I. Modelo «in vitro»

1. Tratamiento con Interferdn alfa: Las dosis mas
bajas (10.000, 50.000 y 100.000 Ul/ml) no originaban
efectos citotoxicos, mientras que a partir de 150.000
Ul/ml comenzaba a observarse una clara respuesta respec-
to al control, tanto a las 24 horas como a las 48 y 72 horas,
existiendo mayor respuesta a las dosis superiores, de modo
que ocurria una inhibicion del 100% del crecimiento celu-
lar con las dosis de 1.000.000UI/ml (graficas 1 y 2).

2. Tratamiento con Lymphomyosot: Tras la expo-
sicion al agente homeopatico Lymphomyosot no obser-
vamos efectos citotoxicos a ninguna de las dosis utiliza-
das (50 pul y 100 pl), de modo que la evoluciéon en el
tiempo de los cultivos tratados fue similar a la de los con-
troles y aunque existia diferencia de la absorbancia a lo
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Grafica 1: Tratamiento con Interferon o desde 10.000 hasta 200.000
UI durante 24, 48 y 72 horas.
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Grifica 2: Tratamiento con Interferon o desde 250.000 hasta 1.000
000 UI durante 24, 48 y 72 horas.

largo del tiempo (P< 0,00001) no observamos diferen-
cias significativas entre las distintas dosis. La diferencia
de tiempos se mantenia en las dos concentraciones, es
decir, evolucionaban del mismo modo que el control, de
forma que el numero de células iba aumentando signifi-
cativamente a lo largo del tiempo. El porcentaje de célu-
las vivas respecto de los controles fue practicamente del
100% (grafica 3).
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Grafica 3: Tratamiento con Lymphomyosot a 50 y 100 pl durante 24,
48 y 72 horas.
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Estudio microscépico: Al microscopio de contraste
de fases observamos tras el tratamiento con IFNa la pre-
sencia de abundantes restos celulares, asi como disminu-
cion de la densidad celular respecto a los controles. Oca-
sionalmente se apreciaba vacuolizacion perinuclear y
retraccion de los citoplasmas celulares, con aumento de
las prolongaciones dendriticas que presentaban ramifica-
ciones frecuentes. Con las mayores concentraciones,
aparecian restos adheridos al fondo sin halo refringente
periférico, asi como restos celulares de pequefio tamaiio,
birrefringentes y esféricos. También aparecian algunas
células vivas de morfologia esférica, refringentes y con
una gran vacuola excéntrica y el nicleo desplazado. Tras
el tratamiento con Lymphomyosot, las células no mos-
traban alteraciones relevantes respecto a los controles.

II. Modelo «in vivo»

En los dos experimentos realizados (A y B) las célu-
las tumorales prendieron en todos los animales inocula-
dos; de modo que eran palpables a los 4-6 dias del
implante como pequeilas masas redondeadas en la region
inguinal izquierda y visibles al final de la primera sema-
na post-implante. En el estudio macroscopico los tumo-
res presentaban morfologia redondeada u ovoide de
superficie multinodular irregular, consistencia blanda, y
a la seccion mostraban aspecto friable con coloracion
negra similar a la de la superficie y areas amarillentas de
aspecto necrotico. Estaban bien delimitados por una fina
capsula de aspecto conjuntivo, que en multiples zonas, se
encontraba infiltrada por el tumor. Las células tumorales
se extendian infiltrando las estructuras adyacentes: mus-
culo, piel, etc. de las que eran dificil de separar.

En el estudio microscopico optico el parénquima
tumoral, en todos los tumores, estaba constituido por
pequetios grupos de melanocitos, dispuestos de forma
compacta y delimitada por un fino entramado reticulini-
co con numerosos capilares sanguineos entre los grupos

celulares. Los melanocitos mostraban morfologia redon-
deada o poligonal con moderado pleomorfismo y nucle-
os voluminosos que con frecuencia eran dobles con
nucléolos prominentes y eosinofilos. Los citoplasmas
eran en general, amplios y ligeramente eosinéfilos, con
abundante pigmento melanico.

Experimento A

1. PESOS TUMORALES: Los pesos de los tumores
eran mayores en el grupo control (I) en el que oscilaban
entre 8 y 10,8 g, media de 9,72 g seguidos por los del
grupo del tratamiento combinado (IV) que oscilaban
entre 9 gy 9,4 g, media de 9,08g y por los grupos (II)
IFNo entre 3,6 y 12 g, con una media de 8,08 g y (III)
Lymphomyosot entre 4,65 g y 8,2 g, media de 6,25 g
(tabla I) (fig. 1).

El analisis estadistico demostrd diferencias entre los
pesos de los tumores del grupo Control (I) y los del gru-
po tratado con Lymphomyosot (III) que eran significati-
vamente menores (P<0,007), asi como entre los de este
grupo (IIT) Lymphomyosot y el del tratamiento Combi-
nado (IV) (P<0,008). No existiendo diferencias signifi-
cativas entre los demas grupos.

2. NECROSIS TUMORAL: La necrosis tumoral se
disponia en areas irregulares, predominando en las zonas
centrales, con infiltrados de polimorfonucleares neutré-
filos y linfocitos en las zonas periféricas, siendo de
mayor extension significativamente en el grupo Control
(I) respecto al tratado con Lymphomyosot (III)
(P<0,0055) (fig. 1). Asimismo, existian diferencias aun-
que no significativas entre el grupo (I) Control y el del
tratamiento Combinado (IV). También existia una ten-
dencia mayor, aunque no significativa respecto a la
necrosis, entre el grupo (II) tratado con IFNa y el trata-
do con Lymphomyosot (III).

3. INFILTRADOS INFLAMATORIOS: En el anali-
sis de los infiltrados observamos que existian diferencias

TABLA 1. Medias £ D.S. de: pesos tumorales, necrosis, infiltrados inflamatorios e indice de proliferacion celular en los cuatro

grupos de los experimentos A y B

EXPERIMENTOS GRUPOS
A/B I I 111 v
Pesos A 9,7+1,3 8+3.4 6,2+1,3 9+0,2
B 13+£2,3 12+1,3 9,4+1,8 10+£1,5
Necrosis A 2,4+0,5 2,1+0,5 1,5+0,7 1,9+0,8
B 2,0+0,5 2,5+0,5 1,7+0,4 1,8+0,6
Infiltrados inflamatorios A 1,4+0,5 1,5+0,5 2,540,5 1,920,7
B 1,3+0,1 2,0+0,8 2,4+0,6 1,6+0,6
Indice de proliferacion celular B 35,1+1,9 10,3+£2,3 16,5+£2,3 13,442,5
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Fig.1: Caracteristicas microscopicas del parénquima tumoral, areas de
necrosis e infiltrados inflamatorios en los cuatro grupos del experi-
mento A. H.E. 125x.

significativas entre el grupo Control (I) y el del trata-
miento con Lymphomyosot (III) (P<0,0002) asi como
entre el tratado con IFNo (II) y el grupo tratado con
Lymphomyosot (IIT) (P<0,0005) (fig. 1). También existian
diferencias significativas entre el grupo tratado con
Lymphomyosot (III) y el Combinado (IV) (P<0,03),
siendo mayores los infiltrados inflamatorios en el grupo
del Lymphomyosot (III). Asimismo observamos una ten-
dencia menor aunque no era significativa entre la exten-
sion de los infiltrados inflamatorios del grupo Control (I)
y la del tratamiento Combinado (IV).

Ante estos resultados tan sorprendentes, ya que la
mayor reduccion de los pesos tumorales correspondi6 a
los tratados con Lymphomyosot, repetimos el experi-
mento en similares condiciones (40 ratones C57BL/6J,
adultos de 11 semanas y 1x103 células tumorales inocu-
ladas) en el que realizamos ademas el analisis del indice
de proliferacion celular, mediante el estudio inmunohis-
toquimico con el marcador anti-Ki 67.

Experimento B

Los pesos de los tumores en este segundo experimen-
to oscilaban entre 10,2 gy 15,7 g, con una media de 13,45
g en el grupo Control (I); entre 11,2 g y 14,7 g, media
12,7 g en el grupo del IFNo (II); entre 7,3 g y 10,7 g,
media 9,46 g en el grupo de Lymphomyosot (III) y entre
8,4 gy 12,45 g, media de 10,49 en el grupo Combinado
(IV) (tabla 1). Asimismo al realizar el analisis estadistico
observamos que existian diferencias significativas entre
los pesos tumorales del grupo Control (I), que eran mayo-
res, que los de los grupos tratados con lymphomyosot
(I1I) (P<0,01) y Combinado (IV) (P<0,02). También exis-
tian diferencias significativas entre los tumores del grupo
tratado con IFNa (II) y los del tratado con Lymphomyo-
sot (IIT) siendo menores en este grupo (P<0,01). Asimis-
mo, existian diferencias significativas entre los tumores
del grupo (III) Lymphomyosot y Combinado (IV)
(P<0,02), siendo mayores en este ultimo grupo.

Respecto a necrosis tumoral en el experimento B,
encontramos diferencias significativas en cuanto a su
extension en el grupo tratado con IFNo, (II) que era
mayor que en el tratado con Lymphomyosot (III)
(P<0,004) y (IV) Combinado (P<0,01). También se apre-
ciaba una tendencia aunque no significativa entre la
necrosis de los grupos (I) Control, Lymphomyosot (I1I) y
(IV) Combinado.

En cuanto a la extension de los infiltrados inflamato-
rios, eran menores en los grupos (I) Control y el del tra-
tamiento (IV) Combinado respecto a los demas grupos,
siendo las diferencias significativas entre el grupo (I)
Control respecto a las del grupo tratado con Lymphom-
yosot (IIT) (P<0,001), asi como entre el grupo de trata-
miento Combinado (IV) respecto al tratado con
Lymphomyosot (I1I) (P<0,02).

El estudio inmunohistoquimico realizado en este gru-
po con el marcador de proliferacion celular anti-Ki67 (fig.
2) demostr6 la existencia de un indice de proliferacion
celular mayor en el grupo Control (I) (media de 35,180)
que mostraba diferencias significativas respecto a los de
los grupos tratados con IFNo. (II) (10,273) (P<0,0001),
grupo (III) Lymphomyosot (16,440) (P<0,0001) y (IV)
Combinado (13,420) (P<0,0001). Asimismo el indice de
proliferacion celular era menor significativamente en el
grupo (II) tratado con IFNa respecto a los de los grupos
(I1I) tratado con Lymphomyosot (P<0,0001) y (IV) Com-
binado (P<0,0001). También era menor en el grupo (IV)
del tratamiento Combinado respecto al tratado con
Lymphomyosot (III) aunque sin diferencias significativas.

DISCUSION

Actualmente, uno de los grandes retos de la oncolo-
gia corresponde al tratamiento del melanoma, pues aun-
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Fig. 2: Estudio inmunohistoquimico con el marcador de proliferacion
celular (anti-Ki67) en los cuatro grupos del experimento B. 125x.

que el tratamiento quirurgico suele ser curativo en sus
etapas precoces, como con frecuencia el diagndstico se
realiza en fases evolucionadas, en las que la cirugia no
suele ser eficaz, se explica el que se haya ensayado la
administracion de numerosos agentes, aunque con
pobres tasas de respuesta e importantes efectos indesea-
bles. Por otra parte las Medicinas Complementarias y
Alternativas (CAM), también denominadas Medicinas
Integrales, que incluyen una amplia gama de filosofias,
acercamientos y modalidades terapéuticas, entre las que
se encuentra la homeopatia, suelen utilizarse junto con
los tratamientos convencionales o bien como su alterna-
tiva en un intento de disminuir los sintomas o los efectos
secundarios, fundamentalmente los de la radioterapia y
la quimioterapia e incluso a veces en un intento de curar
la enfermedad (18).

En nuestro estudio «in vitro» la linea BI6F10 mostro
diferente sensibilidad a los dos agentes ensayados, sien-
do muy sensible al IFNa. Lo que confirma los estudios
de Jezersek (19) sobre la inhibicion del crecimiento del
melanoma B16 con el tratamiento con IFNo individuali-
zado asi como combinado con vinblastina y otros agen-
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tes. También, los estudios de Horikoshi (20) con los tres
tipos de interferén o, B y y sobre células de la linea de
melanoma humano SK-MEL demostraron efectos dosis-
tiempo-dependiente, aunque se observo mayor efecto
con el IFN 3 Mas recientemente Maellaro (21) demostro
que el IFNo originaba inhibicién de la proliferacion
celular en cinco lineas de melanoma aunque so6lo en dos
de ellas (HT-144 y Me665/2/21) indujo apoptosis. Asi-
mismo, con la linea celular K562 de leucemia mieloide
crdnica, se ha observado que el ciclo celular era deteni-
do en la fase S con la consecuente acumulacion en la fase
G1, sin inducir apoptosis (22).

En nuestro estudio tuvimos que adaptar el modo de
utilizacion del Lymphomyosot a nuestro modelo «in vitroy»
teniendo en cuenta las dosis utilizadas de este compuesto
en clinica (una ampolla de 1,1 ml diaria i.m., s.c, i.v,, i.d.,
oral por paciente y dia). Para ello debimos ajustar las dosis
utilizadas al volumen de medio de cultivo y a la capacidad
del recipiente donde se cultivaban las células, entendiendo
que la exposicion directa de las células al compuesto seria
mayor a las utilizadas «in vivo», con lo que podriamos
evaluar con mayor exactitud cualquier alteracion en el cre-
cimiento celular. Nuestro trabajo ha demostrado ausencia
de accion toxica sobre la viabilidad y el crecimiento de las
células tumorales con todas las dosis ensayadas.

En cuanto al modelo «in vivoy, en el primer experi-
mento (A) destacaba que los pesos de los tumores del
grupo tratado con Lymphomyosot eran significativamen-
te menores que los del grupo Control y Combinado,
mientras que los pesos del grupo tratado con IFNa, aun-
que también eran menores, no mostraban diferencias sig-
nificativas respecto a los demas grupos, por otra parte la
extension de la necrosis tumoral era mayor en los grupos
Control e IFNa respecto de los grupos del Lymphomyo-
sot y Combinado, aunque solo el Lymphomyosot mostro
diferencias significativas al Control. Del mismo modo, la
extension de los infiltrados inflamatorios, era mayor en
los grupos tratados con Lymphomyosot y Combinado res-
pecto a los otros dos grupos, mostrando el Lymphomyo-
sot diferencias significativas respecto al Control, lo que
parece demostrar la accion estimulante del Lymphomyo-
sot sobre el sistema inmune ejerciendo probablemente
una accion inmunomoduladora en el grupo de tratamien-
to Combinado, apoyando la accién del IFNa.

Estos sorprendentes resultados, consideramos que, de
una parte confirman el efecto antitumoral reconocido
para el IFNo; ya que en los numerosos estudios clinicos
sobre los efectos de las citoquinas en el tratamiento del
melanoma, parecen demostrar altas tasas de respuesta e
incluso remisiones prolongadas en algunos pacientes (7),
entre las que destaca el IFNa que ha mostrado accion
antitumoral, pero con un amplio rango de actividades
bioldgicas, por lo que la dosis optima y sus efectos pue-
den variar ampliamente. En un meta analisis con 3000
pacientes (23) no observaron relacion dosis-respuesta



Efectos del IFNa y del Lymphomyosot sobre el crecimiento del melanoma B16F10 «in vitro» e «in vivo»

aunque si una elevada relacion dosis-toxicidad, confir-
mando lo observado previamente por Russell-Jones (24),
en la que el IFNa, a dosis bajas mostraba efectos bene-
ficiosos con alargamiento de la supervivencia libre de
enfermedad, mientras que con dosis altas primaban los
efectos toxicos, de modo similar en el estudio randomi-
zado de 4000 pacientes de Hancock (25).

Por otra parte, nuestro estudio demuestra la misma
accion antitumoral para el agente homeopatico Lymphom-
yosot, accidén que no habia sido descrita hasta ahora y que
creemos que puede estar relacionada con un mecanismo
indirecto al estimular al sistema inmune o bien impidien-
do el desarrollo tumoral al afectar al estroma.

Ante estos resultados sorprendentes realizamos un
segundo experimento (B), con similares condiciones, en
el que los pesos tumorales menores correspondian de
nuevo a los tumores del grupo tratado con Lymphomyo-
sot que mostraba diferencias significativas respecto a los
demas grupos. También en el grupo Combinado, aunque
no existian diferencias significativas, los pesos también
eran menores que los de los grupos Control y de trata-
miento con IFNo. Asimismo, la extension de la necrosis
tumoral era significativamente mayor en el grupo tratado
con IFNa que en los grupos tratados con Lymphomyo-
sot, Combinado y Control. Estos datos corroboran el
efecto citotoxico del IFNa, y la ausencia de citotoxicidad
del Lymphomyosot. Del mismo modo observamos que
los infiltrados inflamatorios eran significativamente de
mayor extension en el grupo tratado con Lymphomyosot
que en los grupos Control y el Combinado, mientras que
en el grupo tratado con IFNa se asemejaban al del
Lymphomyosot, lo que creemos que indican una vez mas
la posible accion imnunoestimulante de este. Respecto al
indice de proliferacion celular, observamos que era
menor significativamente en el grupo tratado con IFNo.
respecto al del Lymphomyosot, combinado y Control,
apoyando asimismo la accion citotoxica del IFNo.

En los dos experimentos los pesos tumorales eran
significativamente menores en el grupo tratado con
Lymphomyosot, seguido de los del IFNa y combinado
respectivamente. Lo que demuestra el efecto antitumoral
de ambos agentes estudiados. No obstante la necrosis
tumoral, era mayor y el indice de proliferacion menor
que en los tratados IFN_, lo que apoya el efecto citotoxi-
co y antitumoral del IFNo., mientras que la extension de
los infiltrados inflamatorios era mayor en los tumores
tratados con Lymphomyosot y Combinado. Considera-
mos que indica la posible accion estimuladora del siste-
ma inmune por el Lymphomyosot.

CONCLUSION

Ambos agentes han demostrado en nuestro estudio
efecto antitumoral directo citotoxico en el IFNa (en

ambos modelos) e indirecto por posible inmunoestimula-
cion en el Lymphomyosot.
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