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Efectos del IFN αα y la diosmina en el melanoma metastásico
pulmonar murino

Effects of IFN αα and diosmin on metastasic murine-lung melanoma

Nuria Álvarez Sánchez1, Cristina Martínez Conesa2, Vicente Vicente Ortega1

SUMMARY

Background: Melanoma metastasizes in approximately
one third of patients, causing a drop in survival of 1-2% at
two years. The only effective treatment is Interferon alpha
(IFN α) at elevated doses, which is highly toxic. Thus, less
toxic antitumoral agents are being sought, among which fla-
vonoids are to be highlighted. Our aim was to study the
combined treatment of metastasic lung melanoma with
IFN α and diosmin in a murine model. Material &
Methods: 60 Swiss mice inoculated with cells (5 x 105)
from the B16F10 murine melanoma cell line, treated over
11 days prior and 21 days following inoculation: Group I:
ethanol + PBS; Group II: ethanol + IFN α (600,000 IU);
Group III: ethanol + IFN α (1,200,000 IU); Group IV: dios-
min + PBS; Group V: diosmin + IFN α (600,000 IU); Group
VI: diosmin + IFN α (1,200,000 IU). Following treatment,
animals were sacrificed and a macroscopic count of sub-
pleural metastasic nodules was performed. Results: We
found significant differences between the control and the
treated groups (p<0.001), there being a greater drop in the
number of subpleural metastasis in group III with respect to
the control (79.74%; p<0.001), followed by group V
(77.38%; p<0.001), VI (72.33%; p<0.001), IV (61.4%;
p<0.001) and II (59.59%; p<0.001). Conclusions: The
combination of diosmin with the lower dose of IFN α sho-
wed a strengthening of the anti-metastasic action of both
compounds, being equally as effective as the highest dose of
IFN α on its own.

Keywords: Diosmin, flavonoid, interferon alpha, metas-
tasic melanoma.

RESUMEN

Antecedentes: El melanoma metastatiza en aproxima-
damente un tercio de los pacientes, causando una caída de
la supervivencia hasta el 1-2% a los dos años. El único tra-
tamiento eficaz es el interferón alfa (IFN α) a dosis altas,
que resulta muy tóxico. Por ello se buscan antitumorales
menos tóxicos, entre los que destacan los flavonoides.
Nuestro objetivo ha sido estudiar el tratamiento del mela-
noma metastásico pulmonar combinando IFN a y diosmi-
na en un modelo murino. Material y Métodos: Utilizamos
60 ratones Swiss inoculados con células (5 x 105) de la
línea de melanoma murino B16F10, tratados durante 11
días antes y 21 días después de la inoculación: Grupo I:
etanol + PBS; Grupo II: etanol + IFN α (600.000 UI);
Grupo III: etanol + IFN α (1.200.000 UI); Grupo IV: dios-
mina + PBS; Grupo V: diosmina + IFN α (600.000 UI);
Grupo VI: diosmina + IFN α (1.200.000 UI). Tras el trata-
miento, los animales fueron sacrificados y realizamos el
contaje macroscópico de los nódulos metastásicos sub-
pleurales. Resultados: Encontramos diferencias significa-
tivas entre el grupo control y los tratados (p<0,001), pro-
duciéndose la mayor reducción del número de metástasis
subpleurales respecto al control en el grupo III (79,74%;
p<0,001), seguido del grupo V (77,38%; p<0,001), del VI
(72,33%; p<0,001), del IV (61,4%; p<0,001) y del II
(59,59%; p<0,001). Conclusiones: La combinación de
diosmina con la dosis menor de IFN α mostró la potencia-
ción de la actividad antimetastásica de ambos compuestos,
resultando igual de eficaz que la dosis más elevada de
IFNα de forma individualizada.

Palabras clave: Diosmina, flavonoide, interferón alfa,
melanoma metastásico.
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INTRODUCCIÓN

El melanoma es el cáncer cutáneo más importante,
puesto que, aunque sólo representa en torno al 4%, es el
responsable directo del 80% de las muertes por cáncer de
piel (1). En España supone el 1,3% (varones) y el 2,5%
(mujeres) de los tumores malignos y se calcula que ha
experimentado un incremento del 181,3% en hombres y
del 205,3% en mujeres (2). No obstante, la supervivencia
a los cinco años en pacientes con melanoma ha pasado de
alrededor del 80% en el año 1975 a más de un 90% en
1996, gracias a las mejoras en el diagnóstico temprano (3).

Aproximadamente un tercio de los pacientes con
melanomas cutáneos primarios desarrollan metástasis,
siendo el pulmón la localización visceral más frecuente
(18-36%) (4). La supervivencia en los casos de metásta-
sis viscerales distantes cae hasta el 1-2% a los dos años
(5). Debido a su mal pronóstico, en el tratamiento del
melanoma se han ensayado todas las terapias desarrolla-
das contra el cáncer, con resultados discretos.

El interferón alfa (IFN α) presenta una actividad razo-
nable (en torno al 15%) contra el melanoma metastático
(6). Se han realizado cuatro grandes ensayos clínicos que
han demostrado la eficacia del IFN α a dosis elevadas. El
primero de ellos (E1684) mostró un aumento significati-
vo en la supervivencia libre de recidivas y en la supervi-
vencia media, aunque en estudios posteriores (NCCTG,
E1690, E1694) el aumento de la supervivencia media
sólo ha sido significativo en uno de ellos (E1694) (7).

Los interferones de tipo I (IFN α, β y ω) humanos
inducen la expresión de un gran número de genes impli-
cados en la regulación de respuestas biológicas con acti-
vidad antiviral, antiproliferativa e inmunomoduladora. El
IFN α ha demostrado capacidad de inducir apoptosis o
sensibilizar frente a las señales proapoptóticas de otras
moléculas en varias líneas celulares tumorales y en
tumores primarios (8). Además, es capaz de inhibir la
expresión de la actividad telomerasa en varias líneas
celulares de melanoma (9). También es un potente
antiangiogénico, ya que inhibe la expresión de distintas
moléculas proangiogénicas (10) y regula la expresión de
metaloproteasas de matriz (11). Por otra parte, el IFN α
estimula la citotoxicidad de las células mononucleares
sanguíneas (12), estimula los linfocitos T cooperadores
(13) y aumenta la actividad de las células natural killer
(células NK) (14). Esta citoquina juega un importante
papel en la diferenciación de células hematopoyéticas,
entre ellas los linfocitos B y T, las células dendríticas y
NK, o los osteoclastos (15).

La supervivencia media no ha mejorado a pesar de
décadas de investigación y aplicación de las terapias
citotóxicas, inmunológicas y moleculares (16). Por ello,
se están realizando numerosos estudios dirigidos a la
obtención de compuestos con efectos antitumorales y
menor toxicidad. En este campo destaca la investigación

sobre compuestos antioxidantes, entre los que se encuen-
tran los flavonoides, compuestos polifenólicos derivados
de plantas que han demostrado numerosos efectos bene-
ficiosos para la salud (17). La diosmina es un flavonoide
glicosilado con actividad antiinflamatoria y analgésica
(18), antimutagénica (19), protectora vascular (20-22) y
antioxidante (23). Se utiliza en el tratamiento de enfer-
medades como la insuficienca venosa (20) y ha demos-
trado capacidad para inhibir la invasión y la proliferación
del melanoma en un modelo murino de melanoma
metastático (24-26) y en tumores causados por carcinó-
genos en distintos órganos (28-30).

El objetivo de nuestro trabajo es estudiar el efecto del
tratamiento con IFN α y diosmina, así como su posible
sinergismo en un modelo murino de melanoma metastá-
sico pulmonar.

MATERIAL Y MÉTODOS

Animales

Hemos utilizado 60 ratones albinos Swiss hembras de
10-12 semanas de edad con un peso medio de 36,3 g al
comienzo del experimento, procedentes del Servicio de
Animales de Laboratorio de la Universidad de Murcia
(SAI; n.º REGAES300305440012). Se han mantenido y
utilizado siguiendo la guía establecida por la Unión
Europea sobre la protección de los animales utilizados en
experimentación (86/609/CEE).

Línea celular

Utilizamos la línea B16F10 procedente de la Europe-
an Collection Cell Cultures (ECACC, Reino Unido). Para
el cultivo de las células utilizamos medio EMEM (Gibco,
EEUU) tamponado a pH 7,2-7,4 y suplementado con un
10% de suero bovino fetal (SBF, Sigma Co., España), 100
UI/mL de penicilina y 100 µg/mL de estreptomicina
(Gibco, EEUU). Comprobamos la ausencia de Mycoplas-
ma spp. mediante fluorescencia directa con un colorante
específico de DNA (H33233; Hoescht, Germany).

Procedimiento experimental

La diosmina (Furfural Español, España) fue disuelta
al 0,2% (peso/volumen) en una solución al 1,2% (volu-
men/volumen) de etanol (Guinama, España) en agua, y
administrada en la bebida y la comida (pienso de mante-
nimiento para ratón A04 triturado (Panlab, España)).
Comida y bebida fueron suministradas «ad libitum». En
total, los animales recibieron una dosis aproximada de
550,96 mg/kg ratón/día.

Álvarez Sánchez N, Martínez Conesa C, Vicente Ortega V

124 Rev Esp Patol 2008; Vol 41, n.º 2: 123-129



Disolvimos el interferón alfa 2b (IntronA, SP Euro-
pe, Bélgica) en tampón fosfato salino (PBS) para conse-
guir las concentraciones deseadas: 50.000 UI/día/ratón y
100.000 UI/día/ratón en un volumen final de 200 µL. Se
administró por vía subcutánea en la región inguinal
izquierda tres veces a la semana. Las dosis totales fueron
600.000 UI/ratón y 1.200.000 UI/ratón.

Los animales se repartieron en los siguientes grupos
experimentales (n=10):

• Grupo I (control). Etanol al 1,2% en la comida y la
bebida, y 200 µL de PBS subcutáneo tres veces por
semana.

• Grupo II. Etanol (1,2%) e IFN α (600.000 UI/ratón).
• Grupo III. Etanol (1,2%) e IFN α (1.200.000

UI/ratón).
• Grupo IV. Diosmina (0,2%) y PBS.
• Grupo V. Diosmina (0,2%) e IFN α (600.000

UI/ratón).
• Grupo VI. Diosmina (0,2%) e IFN α (1.200.000

UI/ratón).
Los animales recibieron el tratamiento durante 11

días antes de la inoculación de las células tumorales, y
durante los 21 días posteriores a la misma. Inoculamos
5 x 105 células B16F10 en 200 µL de medio de cultivo en
la vena lateral de la cola se realizó siguiendo el modelo
desarrollado por Martínez Conesa y cols. (30).

Terminados los tratamientos, los ratones fueron sacri-
ficados, realizándose la necropsia. Los órganos (pulmo-
nes, riñones, bazo e hígado) fueron fijados en formol
neutro tamponado al 10%.

Análisis cuantitativo de las metástasis pulmonares

Para la cuantificación de las metástasis contamos los
nódulos metastáticos localizados en la superficie pleural
de los cinco lóbulos pulmonares utilizando una lupa este-
reoscópica Olympus.

Análisis estadístico

Para la comparación de los grupos realizamos un
análisis de varianza, que se completó con comparaciones
entre pares de medias mediante el método de la mínima
diferencia significativa. Consideramos significativos los
valores de p inferiores o iguales a 0,05 (p≤0,05).

RESULTADOS

Hemos considerado como nódulo metastático conta-
ble toda estructura de color marrón homogéneo en la
superficie pulmonar, cuyo tamaño oscilaba desde un
punto denso hasta un nódulo grande, pero que estaba

suficientemente separada de las demás para poder ser
contada de forma individualizada (fig. 1).

En los animales del grupo control (grupo I) encon-
tramos una media de 260,17±32,66 nódulos subpleura-
les, repartidos por toda la superficie pulmonar (fig. 2,
tabla 1).

El grupo tratado con etanol e IFN α a la dosis de
600.000 UI (grupo II) mostró una reducción significati-
va (p<0,001) del número de nódulos subpleurales res-
pecto al grupo I del 59,59% (fig. 2, tabla 1).

Al comparar el grupo tratado con diosmina y PBS
(grupo IV) con el control (grupo I) observamos una
reducción significativa del 61,40% en el número de
nódulos subpleurales (p<0,001) (fig. 2, tabla 1).

El grupo tratado con diosmina e IFN α a la dosis de
1.200.000 UI (grupo VI) mostró una reducción signifi-
cativa del 72,33% respecto al grupo I (p<0,001) y del
28,31% respecto al grupo tratado con diosmina y PBS
(grupo IV) (no significativa). No obstante, aumentó de
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Fig. 1: Características macroscópicas de los nódulos metastáticos sub-
pleurales.

Fig. 2: Frecuencia media de aparición de los nódulos metastáticos sub-
pleurales. Barra de error: error de la media. Asterisco: significación
estadística (p≤0,05) respecto al grupo control.



forma no significativa respecto al grupo tratado con eta-
nol e IFN α a 1.200.000 UI (grupo III) en un 36,60% y
respecto al grupo tratado con diosmina e IFN α a
600.000 UI (grupo V) en un 22,33% (no significativa)
(fig. 2, tabla 1).

En el grupo tratado con diosmina e IFN α a la dosis
de 600.000 UI (grupo V) encontramos una reducción del
77,38% respecto al grupo I (p<0,001), del 44,02% res-
pecto al grupo tratado con IFN α a 600.000 UI (grupo II)
(no significativa) y del 41,39% respecto al grupo tratado
con diosmina y PBS (grupo IV) (no significativa) (fig. 2,
tabla 1).

Por último, la mayor reducción en el número de
nódulos metastásicos subpleurales se produjo en el gru-
po tratado con etanol e IFN α a la dosis de 1.200.000 UI
(grupo III), con una disminución del 79,74% respecto al
grupo I (p<0,001) y del 49,87% respecto al grupo trata-
do con etanol e IFN α a 600.000 UI (grupo II) (no signi-
ficativa) (fig. 2, tabla 1).

DISCUSIÓN

El melanoma se considera el cáncer cutáneo más
importante, debido a que provoca alrededor del 80% de
las muertes por cáncer de piel (1). Gran parte de su
importancia médica radica en que es una de las neopla-
sias que metastatiza con mayor frecuencia, causando la
caída de la supervivencia hasta el 1-2% a los dos años en
los casos con metástasis viscerales (5). Los pulmones
son la segunda localización de metástasis más frecuente
(15-36%), tras los ganglios linfáticos (4).

Por otra parte, existen pocos tratamientos del mela-
noma realmente eficaces. La Food and Drug Administra-
tion (FDA) estadounidense ha aprobado la utilización de
la interleuquina 2 y el IFN α, ambos a dosis altas, para el
tratamiento del melanoma metástasico, con resultados
discretos y una toxicidad elevada (7). De ahí la impor-
tancia de la búsqueda de terapias alternativas más efica-
ces o que permitan reducir las dosis, y por tanto, la toxi-
cidad, de las ya utilizadas en el tratamiento del melano-
ma metastático.

En nuestro estudio nos hemos basado en los resulta-
dos obtenidos por nuestro grupo de investigación sobre
los efectos de diversos flavonoides y del IFN α en un
modelo murino de melanoma metastásico pulmonar (24-
26,30,31). Dichos trabajos demostraron que la diosmina

era el flavonoide con mayor actividad antitumoral de
todos los ensayados, con una respuesta semejante a la de
las concentraciones más altas de IFN α administradas.
Por ello, nos propusimos combinar ambos compuestos
para estudiar su posible efecto sinérgico, seleccionando
para ello las dos concentraciones de IFN α más altas, que
dieron los mejores resultados en los estudios previos, y
utilizando el mismo protocolo.

Para administrar la diosmina a los animales necesita-
mos disolverla en una concentración considerable de eta-
nol (1,2%). Los estudios previos de nuestro grupo
demostraron que en el grupo tratado con etanol aumen-
taba significativamente el número de metástasis subpleu-
rales (86%) respecto de los animales sólo inoculados con
las células (30). Otros autores han descrito este efecto del
etanol sobre las metástasis pulmonares en las líneas
B16F10 (32) y B16BL6 (33). Por ello, en nuestro estudio
decidimos utilizar como referente para todos los grupos
restantes el grupo que recibió etanol y PBS (grupo I).

En nuestro estudio el IFN αα provocó una disminu-
ción del número de metástasis (59,59% y 79,74% con las
dosis de 600.000 UI y 1.200.000 UI, respectivamente),
similar a los resultados obtenidos previamente por Mar-
tínez y cols. (31), quienes encontraron una reducción del
número de metástasis subpleurales del 50,06% (600.000
UI) y del 65,55% (1.200.000 UI).

Estos resultados podrían estar relacionados con lo
descrito en diversos estudios han demostrado la capaci-
dad de los interferones para inhibir la expresión de meta-
loproteasas de matriz [MMP-2 (34), MMP-9 (35, 36) y
MMP-13 (11)] y su actividad antiproliferativa (9, 37, 38)
y proapoptótica (9,38). También se ha relacionado la
capacidad antitumoral del IFN α con su actividad antia-
gregante (39), ya que la agregación protege a las células
tumorales de la acción de las células NK (40) y permite
formar agregados en los vasos pulmonares que favorecen
la formación de metástasis (41).

Por último, el efecto antitumoral del IFN α está rela-
cionado con su efecto sobre la diferenciación de las célu-
las hematopoyéticas del hospedador (42): en pacientes
con melanoma el tratamiento con IFN α aumenta la acti-
vidad de las células NK y los linfocitos Th y la infiltra-
ción de linfocitos T CD4+ en el tumor (15,43).

En nuestro estudio, el tratamiento con diosmina (gru-
po IV) provocó una reducción del número de metástasis
subpleurales del 61,40%, similar a los resultados previos
de Martínez y cols. (52%) (25). Es destacable que los

Álvarez Sánchez N, Martínez Conesa C, Vicente Ortega V

126 Rev Esp Patol 2008; Vol 41, n.º 2: 123-129

TABLA 1. Valores medios del número de nódulos subpleurales y reducciones mostradas por los grupos tratados respecto
al grupo control (grupo I)

I II III IV V VI

Media ± error de la media 260,2±32,7 105,1±25,2 52,7±17,9 100,4±21,4 58,9±19,1 72±20,9

Reducción respecto al control 59,6% 79,7% 61,4% 77,4% 72,3%



valores del número de nódulos metastásicos de la diosmi-
na son parecidos a los obtenidos con la dosis menor de
IFN α (reducción respecto al control del 59,59%).

Varios autores han descrito que la diosmina aumenta el
tono venoso y reduce la hiperpermeabilidad vascular y
capilar (20-22), lo que podría dificultar la extravasación de
las células tumorales. Además, reduce la viscosidad san-
guínea y favorece la desagregación de los glóbulos rojos
(44), dificultando así la formación de los agregados con
componentes de la sangre necesarios para la protección de
las células sanguíneas frente al sistema inmune y para la
estasis del émbolo en los vasos (40,41). La diosmina tam-
bién regula la expresión de moléculas de adhesión (45) lo
que podría dificultar la unión de las células tumorales al
endotelio, y, por tanto, el proceso de metástasis.

La diosmina reduce la inflamación in vivo porque
inhibe la producción de las prostaglandinas E2 y F2 y del
tromboxano A2 (21, 22). La prostaglandina E2 ha demos-
trado impedir la unión de células NK a células tumorales
(46), por lo que el efecto de la diosmina podría potenciar
la actividad citotóxica del sistema inmune.

En nuestro trabajo la combinación de diosmina e
IFN αα provocó la reducción significativa del número de
nódulos subpleurales (77,38% en el grupo V y 72,33%
en el grupo VI). Destacaba el hecho de que la acción
antitumoral de la unión de la diosmina con la dosis
menor de IFN α (grupo V) era significativamente menor
que la originada por el tratamiento con diosmina (grupo
IV) o con la dosis más baja de IFN α (grupo II) cuando
se aplicaban de forma aislada, y similar, además, a la
obtenida con la dosis más elevada de IFN α (grupo III).
En este sentido, se ha descrito un efecto sinérgico seme-
jante entre varios flavonoides y el IFN α en carcinoma
cervical (47).

En el grupo VI (diosmina e IFN α a 100.000 UI/día)
la actividad antitumoral era mayor que en el grupo IV,
tratado con diosmina y PBS, pero menor que en el grupo
tratado únicamente con IFN α (grupo III). Este efecto
podría deberse a ciertos efectos antagónicos entre ambos
compuestos. Así, la diosmina provoca la inhibición de la
expresión de moléculas de adhesión, entre ellas ICAM-1
y VCAM (45), mientras que el IFN α la aumenta (48);
aunque la disminución de las moléculas de adhesión al
endotelio dificultaría la extravasación de las células
tumorales, también afectaría a la actividad de las células
dendríticas, muy importantes en el rechazo de los tumo-
res (49). Además, el IFN α aumenta la expresión de la
ciclooxigenasa 2 (Cox-2) y la síntesis de prostaglandina
E2 (46) frente al efecto inhibitorio de la diosmina
(21,22), afectando con ello al reconocimiento de las
células tumorales por las células NK (46).

Aunque no hemos encontrado estudios con la dios-
mina, varios autores han demostrado que diversos flavo-
noides bloquean numerosas cascadas de transducción de
señales (50-52) que son activadas por el IFN α (8).

En conclusión, nuestro trabajo ha confirmado la acti-
vidad antitumoral dosis-dependiente del IFN α, y corro-
borado las propiedades antitumorales de la diosmina, un
compuesto natural no tóxico, cuya eficacia es equipara-
ble a la del IFN α a la menor dosis estudiada. No obs-
tante, el resultado más sorprendente correspondió a la
potenciación del efecto de la dosis menor de IFN α al
combinarlo con la diosmina, que demostró similar efica-
cia a la dosis más elevada de IFN α de forma individua-
lizada.
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