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Resumen
Palabras clave: Melanoma, Lentinula edodes, dosis homeopaticas.

La creciente estadistica mundial de morbi-mortalidad ocasionada por el cancer de
piel lo hace un grave problema de salud. En México la incidencia de melanoma
maligno ha aumentado hasta en un 500% en los Ultimos afios y se espera que
estas tendencias continlen hasta el afio 2020. Hasta el momento la terapia
convencional no ofrece un mejor prondéstico a los pacientes que lo padecen por lo
que es importante la busqueda de terapias alternativas. Al hongo Lentinula edodes
se le han atribuido propiedades antivirales, antibacteriales, antiinflamatorias,
antiparasitarias, antifingicas, pero sobretodo antitumorales, debido a sus activos
entre los que se encuentran el lentiniano, inductor de interferdn, ergosterol, entre
otros, sin embargo no existen reportes de su efecto a dosis homeopaticas, por lo
gue en este trabajo se realizé la induccion de melanoma en ratones C57BL/6 por
inoculacion intradérmica de la linea celular B16-FO ofreciéndoles como tratamiento
a L. edodes en dosis homeopaticas 6CH y 12CH. Como resultado se observo que
el mejor efecto antitumoral lo tiene el grupo tratado con L .edodes a la 12 CH. Esta
aseveracion se corroboré por un analisis estadistico, mediante la prueba T de
Student para muestras independientes, los resultados estadisticamente
significativos fueron obtenidos por el grupo L. edodes 12CH comparado con el
grupo L. edodes 6CH (P= 0.04376) y por el grupo L. edodes 12 CH comparado
con el grupo control negativo (alcohol homeopatico) (P=0.00003). El efecto
antitumoral se comprob6 mediante un analisis histopatoldgico, a partir de biopsias
tomadas en todos los grupos, esto demostré que los tejidos obtenidos por los
ratones que conformaron el grupo de L. edodes 12CH no presentaron ninguna

evidencia de células neoplasicas.



Abstract
Key Words: Melanoma, Lentinula edodes, homeopathic doses.

The increasing global statistics of the morbi-mortality caused by the skin cancer
makes it a serious health problem. In Mexico, the cases of malignant melanoma
have increased up to a 500% in the last years and it is expected these tendencies
continue until 2020. Until this moment the conventional therapies do not offer a
better forecast to the patients who have it, therefore it is important to look for
alternative therapies. The following proprieties; antivirals, antibacterials, anti-
inflammatory, antiparasit, antifungal are attributed to the fungus Lentinula edodes,
specially the antitumor due to its actives, some of them are the lentinian, inductor
of interferon, ergosterol , among others; however, there are no reports of its effects
in homeopathic doses, therefore in this work it was realized the induction of
melanoma in mice C57BL/6 by the intradermic inoculation of the cellular line B16-
FO, offering them as a treatment the L. edodes in homeopathic doses 6CH and
12CH. As a result it was observed that the better antitumor effect it has the group
treated with the L. edodes 12CH. This assertion was corroborated by a statistical
analysis, by means of Student T test for independents samples. The statistically
significant results were obtained by the group 12CH compared with the group L.
edodes 6CH (P= 0.04376) and by the group L. edodes 12 CH compared with the
group negative control (homeopathic alcohol) (P=0.00003). The antitumoral effect
was double checked by a histopathological analysis, from biopsies taken in all
groups, this fact proved that the tissues obtained from these murinus do not show
any evidence of neoplastic cells.
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INTRODUCCION

Piel

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo humano, deriva del ectodermo que da
origen a la epidermis, foliculos pilosos, glandulas sebaceas y sudoriparas, ufias y
melanocitos, y del mesodermo que origina tejido conectivo, musculo piloerector
vasos y células de Langerhans y de la dermis. Un individuo de peso y estatura
medios esta cubierto de 1.85 metros cuadrados de piel, la cual pesa alrededor de
4 kg, y mide 2.2 mm de espesor. Lo anterior equivale al 6% del peso corporal.
Hablando de su composicion quimica contiene agua en un 70%, minerales como
el sodio, potasio, calcio, magnesio y cloro; carbohidratos como glucosa; lipidos, en
especial colesterol, proteinas como colagena y queratina. Histologicamente se

distinguen la epidermis, dermis e hipodermis (Figura 1) (Arenas, 2005).

La epidermis es un epitelio plano, estratificado, queratinizado, formado del interior

a la superficie por cinco estratos que a continuacion se mencionan:

1.-Basal o germinativo: constituida por una hilera de células cilindricas
basdfilas, los queratinocitos. Aqui se inicia la proliferacion de estos ultimos,
unidos entre si por desmosomas, y a la membrana basal por
hemidesmosomas. Cada cinco a diez queratinocitos se intercalan células
dendriticas (melanocitos, y células de Langerhans) y no dendriticas (células
de Merkel).

2.-Espinoso o de Malpighi: compuesto por varias capas de células
poliédricas unidas entre si por puentes intercelulares o desmosomas.
3.-Granuloso: consta de ceélulas con granulaciones de queratohialina
(precursores de la queratina).

4.-Lucido: Solo se presenta en piel muy gruesa, como la de palmas y

plantas; esta formado por eleidina.



5.- Corneo: es muy grueso en las palmas y plantas, integrado por células
muertas aplanadas y sin nucleo, que contienen una proteina fibrilar, la
queratina (Arenas, 2005).

La dermis se clasifica en superficial o papilar, media o reticular, y profunda.
Esta compuesta de tejido conectivo, vasos, nervios y anexos cutaneos.

La hipodermis o tejido celular subcutaneo esta formada por |6bulos de
adipocitos, que son células redondas con nudcleo periférico y citoplasma
lleno de lipidos. ElI complejo pilosebaceo consta del foliculo piloso, el pelo,
el masculo erector o arrector del pelo vy la glandula sebacea (Arenas,
2005).

Epidermis—{_ o ”
=

Dermis

Hipodermis -

Figura 1: Corte histolégico que delimita las 3 capas que conforman la piel. Tomado de
http://homepage.mac.com/penagoscorzo/udla/somato/piel.html

Las principales funciones que desempefia la piel son las siguientes:

1. Queratinica: Esta se origina en los queratinocitos que forman la capa
basal y que al emigrar a la superficie en tres a cuatro semanas, se
compactan para producir la capa coérnea de queratina, de donde se

desprenden de manera continua.



El queratinocito esta formado por 72 a 80% de agua, y el resto de
aminoécidos, principalmente cisteina; pierde su contenido hidrico de
manera progresiva; en la capa granulosa tiene 10%, y en la cornea
solo 2%, con lo cual la cisteina se transforma en cistina, principal
componente de la queratina, fibroproteina con alto contenido de
azufre, con cierta afinidad por las grasas, resistente a 4cidos y alcalis
débiles, asi como a enzimas, y mala conductora de las radiaciones.
Melanica: Es efectuada por los melanocitos que se encuentran en la
capa basal, y en cuyos melanosomas se elabora el pigmento
melanina, formado por: eumelanina (de color café-negro),
feomelanina (de color amarillo-rojo), un grupo de melaninas de tipo
mixto, asi como por un grupo de pigmentos enddégenos diferentes,
como hemoglobina, oxihemoglobina y carotenos; la formacion de la
melanina se inicia a partir de tirosina, que por accién de la tirosinasa
se transforma en dioxifenilalanina (DOPA); ésta se convierte por
oxidacion en DOPA-quinona y, finalmente, en melanina. La cantidad
de melanocitos es igual en todas las razas, pero los melanosomas
son de mayor tamafio y mas abundante en la negra; se rige por la
hormona estimulante del melanocito (MSH), producida por la
hipdfisis. La sintesis de melanina, el pigmento que le da color a la
piel, ojos y pelo, estd regulada genéticamente; no se conoce con
certeza su funcidn; se piensa que protege contra las radiaciones.
Sudoral: Esta regulada por el sistema nervioso central (SNC), en el
hipotalamo; la efectian las glandulas sudoriparas ecrinas vy
apaocrinas. El sudor es un liquido que contiene 99% de agua y 1% de
soélidos, en la forma de cloruros de sodio y potasio, y productos
organicos como la urea; tiene importancia como regulador del
metabolismo, el equilibrio de liquidos y electrolitos, y de la

temperatura; asi mismo, sirve como proteccion o barrera.



4. Sebacea: Esta regida por productos gonadales y se inicia en la
adolescencia; depende de la accion de las glandulas sebéaceas, que
elaboran acidos grasos esterificados (50%), acidos grasos saturados
y no saturados (20%), asi como colesterol y otras sustancias, como
fosfolipidos y vitamina E (5%). El sudor y el sebo constituyen el
manto acido, emulsibn que actia como cosmético natural. La
evaporacion del sudor o transpiracion insensible proporciona el
manto gaseoso; estos dos estratos epicutaneos dan suavidad,
elasticidad, proteccién y evitan fricciones o roces. La falta o
abundancia de estos elementos origina los diferentes tipos de piel.

5. Sensorial o0 perceptiva: Se efectia por corpusculos de sensibilidad
poco especifica, pero se han relacionado como sigue: los de
Meissner, con el tacto; de Krause, con el frio; de Pacini, con la
presion profunda, y de Ruffini, con la sensacion térmica. Muy
importantes son las terminaciones nerviosas que se sitlan en la
dermis y que son nociceptivas, una funcion sensorial indispensable

para la vida (Arenas, 2005).

Como todos los 6rganos del cuerpo humano, la piel puede verse afectada por un

sin numero de patologias de diferente indole como por ejemplo el cancer.



Cancer

Las estadisticas mas recientes segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
(Tabla 1), revelan que el cancer es la principal causa de muerte a nivel mundial,
en el afio 2007 se le atribuyeron 7,9 millones de defunciones distribuidas de la

siguiente manera:

Tipo de Cancer Numero de Defunciones
Pulmon 1,4 millones I
Estomago 866 000 I
Higado 653 000 |
Colon 677 000 |
Mama 548 999 I
Piel 65 000 |

Tablal.-Mortalidad reportada por tipo de cancer en el afio 2007 segun la OMS.
Tomado de http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs297/es/index.html

La OMS, estima que alrededor de 84 millones de personas moriran a causa de
esta enfermedad entre los afios 2005 al 2015. La frecuencia de los diversos tipos
de cancer varia segun el sexo, aproximadamente el 30% de las defunciones por
cancer son prevenibles; también se reportdé que el consumo del tabaco es el
principal factor de riesgo de cancer. Se pronostica que las muertes debidas al
cancer a nivel mundial sigan aumentando, y se calcula que seran 12 millones para
el afio 2030. Aproximadamente el 72% de las defunciones por cancer ocurridas en

2007 se registraron en paises de ingresos bajos y medianos (OMS, 2007).



En nuestro pais datos del Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e
Informética (INEGI) del afio 2007 reportaron que en la Republica Mexicana el
cancer representd la tercer causa de muerte entre las mujeres (35,303
defunciones, 15.4%) mientras que en los hombres fue la cuarta (33,509 muertes,
11.8%). Durante este afio se registro que los tres principales tipos de cancer que
causaron defunciones en los pacientes del sexo femenino fueron en primer lugar
el de mama con una incidencia de 13.8%; en segundo lugar se encuentra el
cancer cervicouterino con una incidencia del 12.1% y por ultimo el de higado con
una incidencia del 7.6%. En los pacientes correspondientes al sexo masculino, en
primer lugar se reportaron muertes debidas al cancer de préstata con una
incidencia del 15.7%, en segunda posicion se localiza el cancer de traquea,
bronquios y pulmén con una incidencia del 14% y en tercer lugar el de estbmago
con una incidencia del 9%. De 1998 a 2007 se observo que las defunciones por
tumores malignos tendieron a incrementarse, siendo las mujeres las que
presentaron los porcentajes mas altos en este periodo. Si bien el cancer de piel no
es de los primeros en afectar la morbi-mortalidad de la poblacibn mundial, su
incidencia estd en aumento. En México, segun datos reportados en el primer
consenso nacional de expertos en melanoma que se llevo a cabo en la ciudad de
Cuernavaca, Morelos en el afio 2005, en nuestro pais, de los diferentes tipos
histol6gicos existentes de cancer de piel, merece especial atencién el melanoma
debido a su alta mortalidad. La afeccion de grupos en edad productiva lo convierte
en una neoplasia dificil de estudio y manejo (AJCC, El comité estadounidense
conjunto sobre el cancer, 2010).

En los tres ultimos decenios el melanoma ha aumentado su frecuencia en varios
lugares del mundo hasta en un 400%. En la Republica Mexicana la situacion es
preocupante, ya que en la clinica de melanoma del Instituto Nacional de
Cancerologia este aumento también ha sido evidenciado, con un aumento de casi
el 500% en los ultimos afos, y se espera que estas tendencias continden hasta el
afo 2020 (Alfeiran et al., 2005).



Las causas de este aumento en la incidencia del melanoma se cree que pueden

deberse a:

1. El aumento en la exposicion solar intermitente, provocado por las
actividades recreativas al aire libre a mayor altitud o en regiones
subtropicales, lo que se pone en evidencia por el aumento de la incidencia
de melanoma en zonas usualmente fotoprotegidas como el tronco y las
extremidades, mientras que no existe aumento de este tumor en regiones
usualmente expuestas.

2. Aumento en la radiacién ultravioleta que alcanza la superficie terrestre.

3. Aumento en el diagndstico o cambios en los criterios diagndsticos, con un
mayor indice de sospecha tanto en la poblacion general como en los
trabajadores de la salud, resultando en mayores indices de deteccion de

melanoma o en la deteccion de melanomas en etapas mas tempranas.

Respecto al cancer de piel, los mas comunes surgen de las células de la
epidermis, encontrdndose en orden de frecuencia segun estadisticas de la OMS

2007, de la siguiente manera:

* Carcinoma de células basales: Tiene una frecuencia del 60% de los tumores
de piel, es una neoplasia epitelial maligna local, formada por células parecidas
a las basales, y con un estroma fibroso, con localizacion preferentemente
centrofacial, caracterizada por lesiones polimorfas bien limitadas con un borde
acordonado, muchas veces pigmentadas, de crecimiento lento; casi nunca

genera metastasis.

+ Carcinoma de células escamosas, o también llamado carcinoma epidermoide:
Se encuentra en segundo lugar con una frecuencia del 19% dentro de los
canceres de piel. Es una neoplasia cutanea maligna, derivada de las células de
la epidermis o sus anexos; se caracteriza por lesiones vegetantes, verrugosas
o ulceradas que predominan en cabeza y extremidades, de crecimiento rapido,
y que pueden establecer metastasis en ganglios regionales y otros 6rganos.



* Melanoma: Es la forma mas seria de cancer de piel, siendo este una neoplasia
maligna que se origina en melanocitos epidérmicos, dérmicos o de epitelio de
mucosas. Afecta piel en un 90%, ojos en un 9% y mucosas en un 1%, donde
produce una neoformacion pigmentada, plana o exofitica que es curable
durante la etapa inicial, pero que sin tratamiento adecuado, es de rapido
avance Yy establece metéstasis linfaticas y hematdgenas que suscitan
mortalidad alta afectando a todas las razas y a ambos sexos. Se registra de los

20 a los 60 anos de edad.

En nuestro pais el melanoma cutaneo representa el 7.9% entre los tumores de piel
y el 77.1% de los pacientes afectados, corresponde a estratos socioecondémicos

medio bajo y bajo (Alfeiran et al., 2005).



Caracteristicas generales del cancer

El cancer aparece como consecuencia de las fallas en los mecanismos que
regulan el crecimiento y la proliferacion celular, puede desarrollarse a partir de
cualquier tejido en cualquier érgano. Esta pérdida de la regulacion celular que da
origen a la mayoria de los canceres se debe a dafios de origen genético (Lodish,
2005).

El cancer es desencadenado por lesiones genéticas no letales o mutaciones, que
aparecen en el curso de la vida durante la exposicion a carcinégenos, los cuales
incluyen ciertos quimicos, virus y radiacion ultravioleta. Estas mutaciones
aparecen principalmente en las células somaticas, en rara ocasion en las de la
linea germinal; sin embargo, algunas mutaciones hereditarias de la linea germinal
incrementan la posibilidad de la aparicién de algun tipo de cancer en cualquier
momento. Existe el riesgo de que estos dos tipos de mutaciones lleguen a
asociarse para causar cancer, como resultado, los procesos de su formacién
denominados oncogénesis 0 tumorogénesis surgen como consecuencia de la

interaccion de la genética y del medio ambiente (Lodish, 2005).

Los principales objetivos de las lesiones genéticas, son tres clases de genes
reguladores: los protooncogenes que estimulan el crecimiento, los genes
supresores del cancer que inhiben el crecimiento y los genes que regulan la
muerte celular programada o apoptosis. Ademas de estas tres clases de genes,
existe una cuarta categoria de ellos, que regula la reparaciéon del acido
desoxirribonucleico (DNA) dafiado porque influyen indirectamente sobre la
proliferacion o la supervivencia celular a través de mecanismos de reparacion
(Robbins, 2000).

Segun Hanahan y Weinberg (2000) para que el cancer llegue a desarrollarse, las
células tumorales deben adquirir ciertas caracteristicas que daran origen al

fenotipo completo del cancer mas destructivo:



Autosuficiencia en las sefiales de crecimiento
Inestabilidad a las sefiales de anticrecimiento
Evasion de la apoptosis

Potencial replicativo ilimitado

Invasion tisular y metastasis

o a0k~ w N PE

Angiogénesis sostenida

Las células cancerosas adquieren un impulso para proliferar que no requiere una
sefal inductora externa; no logran percibir las sefales que restringen la division
celular y contintan viviendo cuando deberian morir. Una célula cancerosa puede
asemejarse a un tipo particular de célula normal de divisién rapida, pero ella y su
progenie tienen y adquieren una inmortalidad inapropiada. Para alcanzar cierto
tamafo, los tumores deben obtener irrigacion sanguinea y suelen lograrla
mediante la sefializacion que induce el crecimiento de los vasos; a medida que el
cancer avanza, el tumor se convierte en un “érgano” anormal, cada vez mejor
adaptado para el crecimiento y la invasion de los tejidos circundantes (Lodish,
2005).

Cabe mencionar que existen dos tipos de tumoraciones, las benignas y las
malignas, diferenciandose principalmente por su capacidad de invasividad y de
diseminacién; mientras que los benignos se componen de células que se
asemejan a las células normales y pueden funcionar como ellas, afladiendo que
se encuentran en los tejidos donde se originaron, delimitados por lo general por
una capsula fibrosa. Los tumores malignos crecen y se dividen mas rapidamente
qgue las células normales y no mueren en el tiempo previsto, aumentando su
velocidad de proliferacion que trae como consecuencia la invasion de estas
células a los tejidos circundantes, entran a la circulacion y establecen areas

secundarias de proliferacién y metastasis (Robbins, 2000).
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Melanoma

Es un tumor derivado de la proliferacion de melanocitos atipicos con o sin la

capacidad de producir pigmento, caracterizado por su gran capacidad de

metastasis. Produce una neoformacion cutanea pigmentada, plana o exofitica, se

presenta principalmente en piel, pero se puede presentar en otros 6rganos. Por lo

general, es una enfermedad del adulto que afecta grupos en edad productiva. En

los varones se presenta con mayor frecuencia en tronco y en las mujeres en

extremidades inferiores (De la fuente y Candiani, 2010).

A continuacién se enumeran los principales factores de riesgo para melanoma:

1. Historia de melanoma familiar o personal: cerca de 10% de los melanomas

se desarrollan en un contexto de historia familiar; 50% de los melanomas se

originan de novo, sin embargo, las lesiones que se pueden considerar

precursoras son:

a)

b)

Nevos melanociticos congénitos gigantes (mas de 20 cm), con un
riesgo de malignizacion durante la vida del 5 al 40%.

Nevos displasicos (adquiridos), en areas expuestas vy
microscopicamente con atipias celulares. Se manifiestan mas en
la raza blanca y en la pubertad; tiene un riesgo de 6% de
evolucionar a melanoma.

Nevos melanociticos adquiridos aparecen generalmente entre los
6 y 12 meses de edad, aumentan en tamafio y nimero durante la
infancia y hasta la cuarta década de la vida. El riesgo relativo de
desarrollar melanoma en los pacientes con mas de 50 nevos es
de 3,2 a 14,9 aun en ausencia de otros factores de riesgo
(Gutiérrez y Cortés, 2007).
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2. Exposicion solar y radiacion ultra violeta: el aumento en la exposicion solar
y la alteracion de la parte alta de la atmdésfera por la contaminacién han
producido aumento en la radiacion. Las personas que no se broncean
adecuadamente, que desarrollan quemaduras solares muy facilmente o con
antecedentes de quemaduras solares multiples o severas, tienen un riesgo
dos a tres veces mayor. La exposicion solar intermitente se ha asociado
con mayor riesgo, en particular durante la nifiez. Se ha postulado que la luz
solar causa inmunosupresion cutanea. El incremento en la exposicion a la
radiacion ultravioleta es considerado un factor que ha contribuido al
acrecentamiento en la incidencia de melanoma, principalmente las
guemaduras solares por rayos ultravioleta B (UVB) con un rango de 290 a

320 nanémetros (De la fuente y Candiani, 2010).

3. Efectividad de protectores solares: los filtros solares bloquean UVB pero
son menos efectivos para rayos ultravioleta A (UVA) que constituyen cerca
del 95% de la energia ultravioleta del espectro solar. Los protectores
solares inhiben la adaptacion de la piel a la luz solar (bronceado), por lo
tanto su uso puede producir exposicién excesiva por parte del usuario a los
UVA. Datos de laboratorio demuestran que el melanoma es producido por
UVA, por lo que los bloqueadores UVB pueden ser ineficaces (De la fuente
y Candiani, 2010).

Se ha establecido una clasificacion que ubica al individuo segun el riesgo de
guemarse por la exposicion solar y/o a la habilidad de broncearse, determinado
por la distribucién de melanocitos y el contenido de estos, que da como resultado
las caracteristicas fenotipicas de cada raza. Esta clasificacion se conoce como los

Fototipos de Fitzpatrick los cuales se describen a continuacion:
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4. Fototipos de Fitzpatrick:

a. Fototipo I: individuos de piel muy blanca en los que la exposicion
solar provoca quemaduras, sin bronceado, pertenece a personas
pecosas y pelirrojas.

b. Fototipo Il: individuos de piel blanca en los que la exposicion solar
provoca quemaduras, con minimo bronceado, pertenece a personas
nordicoeuropeas y centroeuropeas.

c. Fototipo IlI: individuos de piel blanca en los que la exposicion solar
provoca tanto quemadura como bronceado, pertenece a personas
con cabello rubio.

d. Fototipo IV: individuos de piel blanca en los que la exposicion solar
no provoca quemaduras, permitiendo el bronceado, pertenece a
personas latinas.

e. Fototipo V: individuos de piel parda en los que la exposicion solar no
provoca quemaduras, permitiendo el bronceado, pertenece a
personas arabes, asiaticas e hindues.

f. Fototipo VI: individuos de piel negra en los que la exposicién solar no
provoca quemaduras, permitiendo el bronceado, pertenece a

personas de raza negra.

Las personas con fototipos | y Il de Fitzpatrick, tienen un aumento de diez veces
en la incidencia de melanoma comparado con los de raza negra, y siete veces
comparados con los de raza indigena y criolla de latinoamérica. El cabello rojizo,
los ojos claros y otros marcadores de dafo solar aumentan el riesgo tres veces

mas (De la fuente y Candiani, 2010).

5.- Inmunosupresién: hay mayor riesgo de adquirir melanoma en pacientes con
leucemias, linfomas, trasplantes de dérganos, por infeccion del virus de
inmunodeficiencia humana, o cualquier otra inmunosupresion patologica o

medicamentosa (Sociedad Esparfiola de Oncologia Médica, 2010).
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6.-Algunas sustancias medicamentosas pueden inducir foto sensibilidad,
erupcion medicamentosa, fototoxicidad o pigmentacidbn como: anticonceptivos
orales, antibacterianos, antibiéticos, antifungicos, diuréticos, antiinflamatorios
no esteroideos, antipsicaticos, antidepresivos, cardiovasculares,
hipoglicemiantes, anticonvulsivantes, antihistaminicos citotoxicos, hormonas,
entre otros. La mayoria de estos productos tienen un espectro de absorcion
mixto de rayos UVA y UVB. En ocasiones no existe otra opcién terapéutica
para reemplazar el medicamento foto sensibilizante, por lo que se considera el
uso del protector solar como la medida de intervencion preventiva mas

importante (Quevedo, 2010).
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Etiopatogenia de melanoma

Se asocia en un 5-10% a historia familiar. El analisis genético de las familias con
sindrome de nevos displasicos ha llevado a la identificacién de la alteracion en el
gen CDKN2A (inhibidor de la kinasa ciclino dependiente 2A) que es un gen
supresor de tumor y reconocido por algunos autores como el gen de
susceptibilidad a melanoma mas importante en sindrome de melanoma familiar.
Las mutaciones en éste permiten que las células superen el paso de revision en
G1/S dando como resultado proliferacion y crecimiento anarquico de las mismas.
Estas mutaciones se encuentran en 20 a 40% de las familias con susceptibilidad al
melanoma. Se ha reportado que las personas que presentan alteracion en el
oncogén CDK4 tienen un riesgo de 69-90% mas alto de presentar melanoma que

la poblacion normal (Gaviria, 2005; Gutiérrez y Cortés 2007).

Una parte importante en la aparicion del melanoma son los efectos que la luz
ultravioleta ejerce sobre el DNA, por ejemplo la radiacién ultravioleta causa, la
formacién de enlaces covalentes entre dos bases de timinas adyacentes

localizadas en la misma hebra de DNA (Figura 2).

Figura 2.- Formacién de enlaces covalentes por radiaciéon ultravioleta entre dos bases
de timina adyacentes localizadas en la misma hebra de DNA, tomado de
http://ocw.unican.es/ciencias-de-la-salud/biogerontologia.
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Cuando el DNA es dafado de esta forma ya no puede replicarse o transcribirse,
muchas células sin embargo son capaces de reparar este dafio; por ejemplo, una
enzima llamada fotoliasa puede romper los enlaces covalentes que forman los
dimeros de timina, esta enzima requiere de luz visible para actuar, la usa como
fuente de energia para romper los enlaces covalentes, por eso a este mecanismo

se le conoce como reparacion luminosa (Figura 3).

N o o

Figura 3.- Reparacion luminosa. Participacion de la enzima fotoliasa en la reparacion de
dimeros de timina, tomado dehttp://ocw.unican.es/ciencias-de-la-salud/biogerontologia

Un segundo mecanismo de reparacion involucra una enzima que separa el
segmento dafiado de la hebra de DNA que lo contiene, este proceso no requiere
de luz, por lo que es llamado, reparacion oscura, los nucleétidos escindidos son
entonces reemplazados por nucleétidos afiadidos por la DNA polimerasa, la DNA
ligasa forma el ultimo enlace fosfodiester y el dafio queda reparado (Figura 4).
Pero cuando estos mecanismos fallan, entonces se produce el cancer de piel
(Lodish, 2005).
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Figura 4.- Reparacion oscura. Escisién de bases/nucle6tidos en la reparacion de
dimeros de pirimidinas (timinas). Tomado de http://ocw.unican.es/ciencias-de-la-
salud/biogerontologia
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Cuadro clinico del melanoma

En México afecta extremidades inferiores (casi 50%), pie (43%), cabeza (23%),
tronco (13%), extremidades superiores (12%) y cuello (2%). Se caracteriza por
una tumoracion pigmentada, que varia del color café oscuro al negro, con salida
del pigmento hacia la piel circunvecina, y de bordes irregulares, el tamafio puede
variar de algunos milimetros a varios centimetros; al principio la superficie es lisa;
después se ulcera y se cubre de costras melicericosanguineas; hay sensacion de
dolor o prurito, y lesiones satélite. La evolucién es rapida y progresiva; es la
neoplasia con mayor tendencia a la metastasis, que se llevan a cabo por via
linfatica hacia tejidos vecinos o ganglios y por via hematdégena a visceras,
principalmente pulmones e higado, del 0.08 al 13% se produce regresion

espontanea (Arenas, 2005).
Se han descrito las siguientes variedades clinicas de melanoma:

* Melanoma lentigo maligno: Representan aproximadamente el 5% de los
melanomas. Estan claramente relacionados con la exposicion solar de tipo
constante. Afecta habitualmente a personas mayores (una a dos décadas mayores
que en el melanoma de extension superficial). Su evolucion es larga antes de
presentar crecimiento vertical y metastasis; sin embargo, su riesgo de producir

diseminacién es igual al de otros tipos de melanoma (Figura 5).

24P

Figura 5.- a) Melanoma lentigo maligno en mejilla derecha b) Melanoma lentigo
maligno en dorso nasal. Tomado de Arenas, 2005.
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* Melanoma de extension superficial: En la literatura mundial representa el 70% de
los melanomas; en México, representa tan solo del 7 al 20% de estos tumores.

Presenta crecimiento horizontal por un tiempo variable antes de volverse invasivo
(Figura 6).

Figura 6.- a) Melanoma de extension superficial en térax posterior de lado izquierdo,
b) Melanoma de extension superficial en antebrazo derecho

(Tomado de Arenas, 2005).

* Melanoma nodular: En México, representan la variedad mas frecuente del
melanoma con un 32% a un 49%. Presentan crecimiento vertical desde un inicio y
son rgpidamente invasivos (Figura 7).

Figura 7.- a) Melanoma nodular en planta de pie izquierdo, b) Melanoma nodular
ulcerado en pierna (Tomado de Arenas, 2005).
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* Melanoma acral lentiginoso. En México representan del 24% al 31% de los
melanomas, en la literatura mundial representan el 8% de estos tumores. Son
melanomas mas comunes en personas de piel oscura, en los que predomina el
componente de extension radial y se presentan en palmas, plantas, lecho ungueal,
mucosas y pene. Cuando se presenta en mucosas es de mal prondstico ya que

tiene rapido acceso a la circulacion linfatica (Figura 8).

Figura 8.- a) Melanoma acral lentiginoso en quinto dedo de mano derecha, b)
Melanoma acral lentiginoso en primer dedo mano derecha

(Tomado de Arenas, 2005).

. Melanoma de mucosas: Representan menos del 4%de los melanomas; son
amelanicos hasta en un 35% de los casos, lo que hace mas dificil el diagnéstico.
Se presentan con mayor frecuencia cerca de las uniones mucocutaneas, aun
cuando se han encontrado melanocitos en la mucosa de otros sitios tales como el
esoéfago, el intestino delgado, vias urinarias y cavidad oral, en donde también
pueden sufrir transformacién maligna. Se presentan con mayor frecuencia en
cabeza y cuello. Su comportamiento es agresivo, y se ha reportado que mas del
85% de los melanomas de mucosas son invasivos al momento del diagnéstico
(Gutiérrez y Cortés, 2007).

20



Ante lesiones pigmentarias dificiles de separar entre beningnas y malignas, es
conveniente seguir en el diagndstico de melanoma la regla del ABCD, a la que
algunos autores agregan la E.

Asimetria: no tiene forma regular definida, sus mitades no son espejos de la otra.
Bordes: Irregularidad de sus bordes.

Color: Diferentes tonalidades de la lesién, presentando varios colores en una
misma que pueden ir desde el negro al pardo claro; o lesiones que cambiaron de

color.

Didmetro: Lesiones nuevas mayores de 6 mm o lesiones preexistentes mayores

de 2.5 cm de bordes mal definidos y con cambios.

Elevacion o Ulceracion: las lesiones que presentan ulceracién, hemorragias o

areas elevadas indican mayor riesgo de profundidad (Figura 9) (Gaviria, 2005).

Figura 9.- Lesiones pigmentaria con sefializacién de la regla ABCD para el
diagndstico de Melanoma. Tomada de http://www.aboutthehealth.com/2008/08/skin-

cancer-incidence-still-unabated.html
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Todos estos cambios se aprecian mejor con microscopia de superficie,
epiluminiscencia o dermatoscopia que es una técnica no invasiva, util en el
diagnostico diferencial de las lesiones melanociticas. Para realizarla, se requiere
de un instrumento 6ptico llamado dermatoscopio; para hacer el examen se aplica
un liquido sobre la piel (alcohol, aceite mineral o agua) de modo que se evite el
reflejo de la superficie y se vuelva traslicida la capa cOrnea, mejorando asi la
visualizacion de la epidermis, la unién dermoepidérmica y la dermis superficial.
Con buen entrenamiento y experiencia, se pueden hacer diagnésticos acertados

en un 70 a 95% de las lesiones pigmentarias (Gaviria, 2005).

Cuando una lesién presenta una de las anteriores caracteristicas, esta indicado
realizar biopsia para confirmar su malignidad. El diagndstico por lo tanto, es clinico

y se confirma mediante biopsia excisional (Gaviria, 2005).
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Diagnostico de melanoma

La biopsia excisional con un margen de 1 a 2 mm, orientada por el examen clinico
y dermatoscépico y en algunos casos con ayuda de luz de Wood para una mejor
delimitacién, es la mas recomendada en la extirpacion de las lesiones
pigmentadas para su estudio histopatoldgico. Antes de realizar la biopsia, el clinico
debe examinar los ganglios regionales, ya que en caso de tratarse de un
melanoma la inflamacion reactiva de los ganglios puede resultar en falsos
positivos. La biopsia debe orientarse en el sentido del drenaje linfatico y, en lo
posible, siguiendo las lineas de tension de la piel. Debe preferirse el cierre directo
y evitar colgajos para poder identificar recurrencias o lecho tumoral en las
siguientes intervenciones. La biopsia incisional se puede llevar a cabo en las
lesiones grandes sospechosas y en zonas cosméticamente problematicas. En
estos casos la muestra se debe tomar de la zona mas pigmentada o de la region
mas elevada. Solo en aquellas lesiones muy grandes, localizadas en sitios
anatomicos especiales tales como cara, pies y manos, estaria indicado realizar la
biopsia incisional, en la actualidad se ha demostrado que ésta no aumenta el
riesgo de extensién local o recurrencia del melanoma, pero si de errores

diagnésticos en caso de no ser tomada del sitio adecuado (Arenas, 2005).

Se siguen algunas recomendaciones para la toma de una biopsia, entre ellas
incluir toda la lesion, aplicar anestesia local fuera del tumor, incluir lesiones
elipticas, dejar margen de 2mm incluyendo tejido sano y hasta la fascia (Gaviria,
2005).

Exploracion de ganglios linfaticos

Una vez que se diagnostica se evaltan los ganglios que se encuentran cerca del
melanoma. Por lo general, se considera el procedimiento de ganglio centinela si el
grosor del melanoma es > 1 mm. Si el ganglio linfatico centinela resulta positivo,
generalmente se recomienda que se extirpen los demas ganglios linfaticos. La
reseccion de los ganglios linfaticos puede causar algunos efectos secundarios que

pudieran ser permanentes. El que causa mas molestias es el linfedema.
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Para la identificacion del ganglio centinela actualmente se utilizan varios métodos:
la linfocintigrafia (LCG), la aplicacion de azul de metileno y la deteccion mediante
rayos GAMMA ( camara gamma), el uso combinado de estas tres técnicas puede
alcanzar una sensibilidad cercana al 100%, con azul de metileno mas tecnecio
disminuye la sensibilidad a un 90-95% con 5% de falsos positivos. La
linfocintigrafia sola (LCG) tiene una sensibilidad del 83% y una especificidad del
93% con una tasa de falsos negativos de 7-10% (Gaviria, 2005).

Linfadenectomia

Multiples estudios sugieren que existe mayor sobrevida en los pacientes con
diagnéstico de melanoma primario, a quienes se les realizé diseccion de los
ganglios linfaticos de forma electiva en comparacién con los pacientes a quienes
se les realiz6 linfadenectomia terapéutica cuando presentaron ganglios
clinicamente positivos. Sin embargo, por la gran morbilidad que ocasiona la
linfadenectomia, es importante identificar un ganglio centinela positivo como
indicacion de la linfadenectomia. Es decir, se realiza cuando se encuentra ganglio
centinela positivo, ganglios palpables con biopsia positiva, en lesiones con

profundidad mayor a 4 mm (Gaviria, 2005).

El Comité Estadounidense Contra el Cancer por sus siglas en inglés (AJCC)
introdujo un sistema de estatificacibn tumor—ganglios—metastasis (TNM)
(Schwartz, 2000).

Tumor primario (T)

e TX: No puede evaluarse el tumor primario

e TO: No hay evidencia de tumor primario

e Tis: Melanoma in situ

e T1: Invasién de dermis papilar o 0.75 mm de grosor 0 menor.

e T2: Invasion de la interface dérmica papilar-reticular o 0.76 a 1.5 mm de
grosor.

e T3: Invasién de la dermis reticular o 1.51 a 4.0 mm de grosor.

e T4: Invasion de tejido subcutaneo o0 4.1 mm o mas de grosor o lesiones
satélite dentro de un area de 2 cm de cualquier melanoma primario.
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Ganglios linfaticos regionales (N)

¢ NX: No pueden evaluarse los ganglios linfaticos regionales

¢ NO: No hay afeccién de los ganglios linfaticos regionales

e NI1: Metastasis de 3 cm 0 menores en su dimensiébn mayor en cualquier
ganglio linfatico regional.

e N2: Metastasis de mas de 3cm en su dimension mayor en cualquier ganglio
linfatico regional o metastasis en transito.

e N2a: Metastasis de mas de 3cm en su dimension mayor en cualquier
ganglio linfatico regional.

e N2b: Metastasis en transito.

e N2c: Ambos.

Metéstasis a distancia (M)

e MX: No puede evaluarse la metastasis a distancia

e MO: No hay metastasis distantes conocidas.

e M1la: Metastasis a la piel, tejidos subcutaneos, o ganglios linfaticos
distantes

e M1lb: Metéstasis viscerales.

Agrupamiento por etapa
e FEtapal T1, NO, MO
T2, NO, MO

e Etapall T3, NO, MO
T4, NO, MO

e Etapa lll Cualquier T, N1, MO
Cualquier T, N2, MO

e Etapa IV Cualquier T, Cualquier N, M1

El AJCC se asocido con la organizacion llamada los Anales de Oncologia
Quirdrgica para publicar una serie de editoriales para mejorar la organizacion de
criterios para los tipos de cancer principales de la recientemente publicada7?

edicion de la estadificacion del AJCC, manual de cancer que se centra en el
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sistema de estadificacion del melanoma, estas actualizaciones entraron en vigor

en enero de 2010 y a continuacidén se mencionan sus modificaciones:

Las caracteristicas clave de las nuevas recomendaciones al sistema de

clasificacion TNM para melanoma incluyen:

1.- Los criterios del espesor o grosor asi como la ulceracion del tumor contintdan

para definir los estratos de la categoria (T).

2.- Indice mitético del tumor primario (histolégicamente definido como
mitosis/mm?) es un importante predictor adverso independiente de supervivencia.
Para T1, un indice mitético de al menos 1 mitosis/mm? sustituye al nivel de

invasion como principal criterio para la definicion de la subcategoria de T1b.

3.-La presencia de micrometastasis ganglionares puede ser definida por
cualquiera de las técnicas de hematoxilina y eosina o tincién inmunohistoquimica
(anteriormente, sélo hematoxilina y eosina podria ser usado para los propdsitos de

clasificacion formal).

4.-No existe un umbral inferior de carga tumoral que se utilice para definir la

presencia de metastasis ganglionares regionales.

En concreto, como resultado del consenso de que los volumenes de tumor
metastasico regionales < 0,2 mm de didmetro (utilizada anteriormente como el
umbral para la definicibn de metastasis ganglionares en la 6 2 edicion del AJCC)
son clinicamente importantes, los depdsitos del tumor ganglionar de cualquier
tamafio deben ser incluidos en la estadificacion de la enfermedad ganglionar. Un
umbral basado en la evidencia mas baja de metastasis ganglionares es

clinicamente insignificante y no se ha definido.

5. Los estratos de la categoria (M) siguen siendo los principalmente definidos por
el sitio o los sitios de metastasis a distancia: no viscerales (es decir, la piel o
tejidos blandos / distancia ganglionar, M1a), pulmén (M1b), y todos los demas
sitios viscerales metastasicos (M1c). Un aumento de la concentracion sérica de

lactato deshidrogenasa también sigue siendo un potente predictor adverso de la
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supervivencia, los pacientes con este aumento son todos ellos catalogados como

un M1c, sin importar el lugar o los lugares de las metéstasis.

6. La supervivencia estimada para los pacientes con metéastasis intralinfaticas
regionales (es decir, satélites y metéstasis en transito) es mejor que la de los
pacientes restantes con enfermedad en estadio IIB. Sin embargo, como el estadio
[1IB representa el ajuste estadistico mas apto para este grupo, la definicion actual

de metéstasis regionales intralinfatica ha sido mantenida.

7.- El comité para la estatificacion del melanoma recomendd que la caracteristica
relativamente poco comun conocida como los microsatélites, definidas como
cualquier nido discontinuo de células metastasicas>0,05 mm de didmetro, que
estan claramente separadas por dermis normal (sin fibrosis ni inflamacion) del
componente principal del melanoma invasivo por una distancia de al menos
0,3mm se mantienen en la categoria N2c, en gran parte porque lo datos
publicados en la literatura no son suficientes para justificar una revision de las
definiciones utilizadas en la 62 edicion (AJCC, El comité estadounidense conjunto

sobre el cancer, 2010).
Clasificacion clinico-patolégica de Clark

A finales de los afios 60, surgié una propuesta para clasificar el melanoma en
tres tipos fundamentales en funcion de los rasgos clinicos vy
anatomopatoldgicos, de modo que reflejaran su patron de crecimiento. Estos

son:
e Melanoma lentigo maligno
¢ Melanoma de extension superficial
e Melanoma nodular

Ademas, en 1969 Clark reconoci6 dos fases en el desarrollo de este tumor: La
denominada fase de crecimiento radial y horizontal, que se caracteriza por la

proliferacién de melanocitos neopléasicos en el espesor de la epidermis, sin
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invasion de la dermis papilar. Esta fase se observa en el melanoma de
extension superficial, en el melanoma lentigo maligno y en el melanoma
lentiginoso acral. La segunda fase, denominada de crecimiento vertical,
muestra la proliferacion de melanocitos originados en la epidermis que invaden
la dermis papilar, reticular y/o la hipodermis. EI melanoma nodular es un
ejemplo basico de este patron de crecimiento. La progresion de esta segunda
fase ha permitido definir los niveles de invasion (niveles de Clark) (Figura 10) y
las medidas de espesor tumoral (indice de Breslow), que son algunos de los
principales parametros histolégicos que se han utilizado durante afios para
determinar el prondéstico de estos tumores los niveles de invasién definidos por

Clark y sus caracteristicas son los siguientes:

Nivel I: o melanoma “in situ”, donde todas las células tumorales se

encuentran por encima de la membrana basal, en la epidermis.

e Nivel II: Invasién de la dermis papilar por células aisladas o pequefios

nidos celulares sin expandirla.

e Nivel lll: EI tumor ocupa la interface entre la dermis papilar y reticular

media.
¢ Nivel IV: infiltracion franca de la dermis reticular profunda.

e Nivel V Infiltraciéon del tejido celular subcutaneo.
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NIVEL DE CLARK

= | " n Y Vv

o O Epldermis
o
2 10 Yoermis
T 15 papil
L ¥ Interfase
2~ Dermis

g g reticular
aE?3
&, Tejido
% r?s subcutaneo
o T - &
&E
0 TE;:oldermls

[

s mis
5 poir
S * Interfase
c E( Dermis

2 E E reticular

o =a

o c :g

z 7 S 7 ::ﬂg:téneo
22 I

$ ES rx"?"% ] M

P Melanoma nodular

Figura 10. Niveles de Clark tomado de
www.drscope.com/pac/gineobs/g8/g8_ pagl8.htm

indice de Breslow

El espesor o indice de Breslow es la medida del espesor de infiltracion tumoral
gue se mide en sentido vertical, perpendicularmente a la superficie cutanea,
desde el estrato granuloso de la epidermis hasta la parte mas profunda de

invasion. Es el indicador prondéstico mas preciso (Martinez, 2007).
e <0.75 mm sobrevida 90 — 95 %
e 0.7-1.69 mm sobrevida 70 — 90 %
e 1.70 — 3.60 mm sobrevida 40 — 85 %

e >3.61 mm sobrevida 20 - 70 %

La amplitud de los rangos de sobrevida obedece a diferencias de localizacion y
sexo (Martinez, 2007).
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Tratamiento de melanoma

Una vez establecido el diagnostico, el manejo debe ser multidisciplinario segun el
estadio del tumor, esta indicado la realizacion de la reseccion quirdrgica de la

lesion.

Los méargenes segun la profundidad se toman de la siguiente manera:

Insitu:0.5alcm,<1.0mm:1cm,1-2mm:2cm,2-4mm:2a3cm. Mdltiples
estudios han confirmado que dejar un margen mayor a 3 cm no cambia el
prondéstico y generalmente son lesiones completamente resecadas al dejar estos

margenes.

Radioterapia

Segun Gaviria (2005), la dosis y el tiempo de tratamiento dependen directamente
de cada paciente segun el lugar de metastasis o la localizacién del tumor, la

radioterapia esta indicada en:

e Lesiones primarias inoperables por contraindicaciones del paciente
e Margenes positivos no ampliables

e Metéstasis cerebrales

e Metéstasis en transito

e Metéstasis cutaneas

e Metéstasis 6seas

e Metastasis mediastino

e Metéstasis viscerales

e Dolor

Sangrado
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Quimioterapia

No se ha encontrado respuesta Optima con la quimioterapia, se puede utilizar en

enfermedad metastasica.

Existen multiples esquemas de manejo con quimioterapia. Se describe manejo con
Dacarbazina la que muestra una mejoria de la supervivencia especialmente si se

administra con interferén (Gaviria, 2005).

e Interferon: es una proteina natural que es producida por los leucocitos
como respuesta inmune, previene diseminacion y crecimiento de células
enfermas. Se ha reportado que mejora la sobrevida de los pacientes en un
20-30% para quienes padecen lesiones primarias mayores de 4 mm o
melanomas con ganglios linfaticos reportados como libres de enfermedad ,
se han realizado estudios manejando dosis altas, 20 millones de unidades
intravenosas x m? de superficie corporal cinco veces a la semana por cuatro
semanas, luego 10 millones de unidades subcutaneas x m? tres veces a la
semana por 48 semanas, y dosis bajas durante largo tiempo tres millones
de unidades subcutaneas tres veces a la semana por 2 afios, encontrando
una mejoria significativa de la sobrevida. Los pacientes tratados con
interferdn pueden presentar efectos secundarios tales como: fatiga cronica,
cefalea, nauseas, pérdida de peso, mielosupresion y depresion motivo por

el cual estos pacientes deben ser vigilados constantemente (Gaviria, 2005).

A pesar de su limitada eficacia clinica, el tratamiento con dacarbazina o
temozolomida sigue siendo la terapia estandar para el tratamiento de melanoma

metastasico (Hassel, 2010).
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Dacarbazina o dimetil-triazeno-imidazolcarboxamida (DTIC):

Es el farmaco de eleccién; su respuesta como monodroga es de
aproximadamente 25% en pacientes con enfermedad metastasica, aunque
la duracion de su accién es corta (de 3-6 meses en la mayoria de los casos)
y solo se ven respuestas de larga duraciébn en 1-2% de los pacientes
tratados. Los casos con mejores respuestas son aquellos con afeccién de
partes blandas. La dosis y forma de aplicacion intravenosa varia, pues se
usan esquemas de 200 a 250 mg/m? administrados por cinco dias, u 850-
1000 mg/m?intra venosa el primer dia, administrando ambos en ciclos de
tres a cuatro semanas. Dentro de los efectos secundarios reportados por el
medicamento se encuentran alteraciones del sistema nervioso central,

digestivas, en aparato circulatorio y linfatico (Eucario, 2005).

Temozolomida (TMZ): alquilante oral con amplio espectro de actividad
antitumoral. Tiene 100% de biodisponibilidad oral, con penetracion a la
barrera hematoencefélica y liquido cefalorraquideo en un 30% de la
concentracion sérica, sus efectos adversos reportados abarcan insuficiencia
hepatica y renal asi como aumento en la mielosupresion. Los primeros
estudios demostraron una respuesta de un 21%, con duracién de cinco
meses. En un estudio reciente se comparé DTIC versus TMZ en 305
pacientes con enfermedad metastasica de melanoma; la respuesta
completa para dacarbazina sola fue de 2.7% y para TMZ de 2.6 %, con

supervivencia de 7.7 y 6.4 meses respectivamente (Eucario, 2005).
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Pronéstico de melanoma

Depende de las clasificaciones clinicas por etapas e histologica. El diagndstico y
tratamiento tempranos se instituyen ante una profundidad de menos de 1 mm. En
la etapa clinica el pronostico depende de multiples variables: sexo, edad y

localizacion anatdmica.

El grupo de estudio de melanoma de la OMS ha considerado tres grupos de

riesgo de melanoma, segun el comportamiento biolégico del tumor:

A) Riesgo bajo: De 1 mm de profundidad, y en mas de 95% confinado al sitio
primario; la curabilidad es del 100%.

B) Riesgo intermedio: Grosor intermedio, de 1 a 4 mm, con riesgo de
metastasis ganglionares de 60% y a distancia de 20%; hay controversia
respecto a si la diseccidon ganglionar resulta beneficiosa; segun algunos
esta Ultima plantea cierta ventaja.

C) Riesgo alto: Melanoma grueso, de mas de 4 mm; puede haber metastasis a

distancia en mas de 70%.

La supervivencia a cinco afios ante melanomas delgados es de 92.5%; ante
intermedios de 72.6%, y ante los gruesos de 48%; es menor en mayores de 65
afos de edad (Arenas, 2005).

Debido a los efectos adversos de los quimioterapicos antes mencionados y al
pobre pronostico que muestran los pacientes con melanoma, se hace prioritaria la
busqueda y aplicacién de otros tratamientos, en este tenor el hongo Lentinula
edodes (L .edodes), ofrece una excelente opcidon de tratamiento contra melanoma,
basandose en investigaciones donde se han recopilado sus acciones medicinales
mas importantes entre las que se encuentran su efecto anticanceroso, antiviral,
antibacterial, hipolipidémico, reductor de la presion arterial, la viscosidad
sanguinea y la fatiga, ademas de que se ha comprobado su efecto en el aumento
de la libido entre otros (Stamets, 2001).
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Lentinula edodes

El hongo L. edodes empieza a formar parte de la historia del hombre hace
aproximadamente unos mil afios, cuando se le descubrié creciendo en robles y
otros arboles de las montafias asiaticas durante el apogeo de la dinastia Sung-Wu
(960- 1127 D.C).

Es un hongo tradicional de Japon, Corea y China, es apreciado tanto por su sabor
como por sus beneficios sobre la salud. Ha sido cultivado en las regiones
montafiosas de Asia mediante técnicas tradicionales y solo en los ultimos treinta
afos, se comenzd el estudio de técnicas superiores de cultivo para lograr
rendimientos adecuados para su comercializacion al mundo occidental (Oei et al.,
2003). La historia taxondmica del L .edodes se remonta al afio de 1877, cuando
Berkely propuso el nombre de Agaricus edodes para su clasificacion. De alli en
adelante, la seta fue cambiando de género en género pasando por Collybia,
Armillaria, Lepiota, Pleorotus y Lentinus, esta ultima clasificacion dada por Singer.
Recientemente Pegler denominé al L. edodes por las diferencias microscépicas
gue existian con respecto a su ultima clasificacion (Lentinus). Aun asi, son muchos
los autores que siguen refiriéndose a él como Lentinus edodes, aunque lo mas

correcto es nombrarlo como L. edodes (Stamets, 2001).

L. edodes es también llamado hongo de roble dorado, hongo negro, hongo chino,
Donku, Shiangku, Pasania, pero el nombre por el que es mundialmente conocido
es Shiitake, que significa en japonés shii=castafio, y take=hongo debido a que
usualmente dicha especia flngica crece sobre la especia arb6rea Castanopsis
cupidata (Pérez, 2010). L .edodes es el maximo exponente de los hongos
gourmet. Es un basidiomiceto (hongos de reproduccién sexual por basidios o
células hifales en forma de clavo que poseen 4 basidiosporas) del género
Lentinula. Se desarrolla en arboles muertos o moribundos de hoja ancha,
particularmente robles y hayas, razén por la cual se considera saprofito (Carrillo,
2003).
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Morfologia, Composicion y Taxonomia:

En la figura 11 se muestran las principales partes que componen a un hongo

macromiceto:

Cuticula: membrana exterior que recubre el sombreo y el pie. Fundamental para
determinar la especie, tanto por su estructura como por su color. La cuticula puede
ser lisa, rugosa, seca, viscosa, presentar restos en forma de escama, verrugas,
estrias y también puede estar fuertemente adherida al sombrero, o ser facilmente
separable.

Pileo: la parte mas ancha de la seta. Situado encima del pie, puede presentar una
amplia gama de colores y tiene la forma de un paraguas, aunque con muy
diferentes disefios: esféricos, acopados, cronicos, acampanados, ramificados.
Himenoforo: parte inferior del sombrero, sostiene al himenio, donde se encuentran
las esporas de origen sexual.

Pie: sostiene el pileo, puede ser recto o curvado y comunmente cilindrico.

Anillo: parte residual procedente del velo y situado bajo el sombrero cuando éste
se expande, tiene como mision proteger el himenio y facilitar la maduracion de las
esporas.

Volva: parte subterrdnea y membranosa que rodea la base del pie de algunas

especies en forma esférica (Solomon, 1996).
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Figura 11.- Morfologia de un hongo macromiceto. Tomado
de Solomon, 1996.
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Respecto al L. edodes, este tipo de hongo, se caracteriza por tener un sombrero
de 5 a 25 cm de diametro, semiesférico. Inicialmente presenta un color café
oscuro casi negro pero con el tiempo su color cambia a café claro. La forma del
sombrero en algunas ocasiones puede ser irregular, sin embargo, normalmente el
hongo al principio debe estar un poco enrollado, a medida que se desarrolla debe
ser encorvado y finalmente cuando alcanza la madurez su sombrero se vuelve
aplanado. Otro indicador importante del desarrollo del hongo, son las manchas o
pelusas que aparecen irregularmente en el sombrero, inicialmente son puntos de
color blanco pero pueden llegar a tornarse de color café cuando el hongo se esta
deteriorando (Figura 12) (Solomon, 1996).

Figura 12.- Fotografia de Lentinula edodes
tomada por Damon W. Smith 2008

El hongo L. edodes taxon6micamente se clasifica en la forma siguiente:(Solomon,
1996).

REINO Fungi

PHYLLUM Basidiomycota
CLASE Basidiomycetes
ORDEN Agaricales
FAMILIA Tricholomataceae
GENERO Lentinula
ESPECIE edodes
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El valor nutricional por cada 100 gramos de este hongo es de 39 calorias,
proteinas, 7.3 g carbohidratos, 0.8 g. fibra, 0.8 mg. tiamina), 0.5 mg riboflavina, 5.5
mg niacina y alto contenido en vitamina D (200 iu). Ademas también posee
apreciables cantidades de vitamina A, E, C, B1, B2, B6 y B12. El contenido de
agua en los hongos es de 85 a 90% vy el carbon total es de 40 al 50% del peso
seco. El contenido de nitrogeno varia en los reportes publicados entre 2.27 y
5.13% y un andlisis de aminoacidos esenciales revela que todos éstos estan
presentes en altas concentraciones. Con relacion al contenido de grasas, se
encuentran en mayor porcentaje los acidos grasos no saturados, debido a la
presencia principalmente del acido linoléico. L. edodes es una buena fuente de
vitaminas, asi como de minerales, donde sus cantidades dependen de la edad de

la muestra fresca (Stamets, 2001).

Del metabolismo de L. edodes se obtienen muchos productos, entre los cuales se

encuentran:

Lentiniano: es un polisacarido (27.5 kDa) -1-3-D-glucano con ramificaciones en
la posicion 6 y de estructura triple, este exopolisacarido (Lam y Ng, 2001a) posee
propiedades anticancerosas (cancer de intestino, estbmago y ovarios) (Sugano,
1985).Incrementa la generacién de linfocitos T citotoxicos y células NK en
presencia de interleucina 2, inhibe el crecimiento de las especies Physalospora
priricola, Botrytis cinerea y Mycosphaerella arachidicola, la actividad de la tra
scriptasa reversa de VIH-1 (Patrick, 2003) y la proliferacion de células de leucemia
(Lam et al., 1997). Otros autores han demostrado que normaliza parcialmente la
caquexia inducida por factor de necrosis tumoral (TNF-a), inhibe la infeccion (in
vitro) célula a célula de los virus VIH 1 y VIH 2 y aumenta la resistencia del
organismo a infecciones bacterianas, fangicas, virales y parasitarias (Hatvani,
2001).

Eritadenina: es un derivado aciclico de adenosina y un hipolipidémico que
disminuye la tasa de colesterol, fosfolipidos y moléculas derivadas del fosfatidil

colina en el plasma sanguineo entre un 5% a un 10% (Belinky et al., 2002).
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Ergosterol: es un precursor de la vitamina D, necesario para la absorcion de
calcio y potasio, siendo eficaz en el tratamiento de cancer de colon (Belinky et al.,
2002).

Acido linoléico: es un precursor de la prostaglandina, eficaz en el tratamiento de
problemas de ereccion masculina (Belinky et al., 2002).

Aminoéacidos: Glutamina, Arginina, Glicina, Serina, Metionina y Cisteina.

Quitina: Disminuye las concentraciones de colesterol en el plasma sanguineo.
Enzimas: se encuentra la super-oxido dismutasa, que disminuye la peroxidacion
de lipidos, la asparaginasa, eficaz en el tratamiento de la leucemia infantil (Belinky
et al., 2002).

Minerales: Sodio, Potasio, Silice, Magnesio, Aluminio, Calcio, Hierro, Fosforo,
Azufre y Zinc, el cual aumenta los niveles de testosterona en el plasma (Riu et al.,
1999).

Otros constituyentes: También se encuentran el LC11, un B-1-6-D-glucano con
ramificaciones en la posicién 1-4; peptidomanano KS2, monoglicéridos y acidos
libres, fosfolipidos como el fosfatidiletanolamina y la cardiolipina y cerebrdésidos,
estos Ultimos, constituyentes de las neuronas, espermatozoides, leucocitos y
hematies (Riu et al., 1999).
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ANTECEDENTES

En el aflo de 1970 se efectuaron investigaciones sobre los efectos antitumorales
de L. edodes, donde Chihara y cols., aislaron, fraccionaron y purificaron diferentes
polisacéaridos obtenidos de extractos acuosos preparados a base de carpoéforos de
L. edodes, los cuales fueron utilizados para determinar el efecto sobre el
crecimiento del sarcoma 180 implantado subcutaneamente en ratones albinos
suizos o cepa SWM/Ms; encontrando que el polisacarido con actividad antitumoral
mas importante es el lentiniano ya que indujo regresion casi completa del tumor a
dosis de 1 mg/kg x 10 dosis y que adicionado a esto no mostro ningun signo de
toxicidad, en comparacioén con los 5 polisacéaridos aislados restantes (Chihara et
al., 1970) Posteriormente en 1984 Suga y cols., realizaron un estudio para
determinar el efecto antitumoral del lentiniano en diferentes cepas murinas
inductoras de tumores singénicos a las cuales se les provocé sarcoma 180, entre
las cepas utilizadas se encontraron DBA/2, SWM/Ms y C3H/He o C57BL/6,
comprobando que el lentiniano es efectivo contra el sarcoma 180 a 4mg/kg
intraperitoneal, el cual mostré6 mejor efecto sobre la cepa de ratones SWM/Ms
(Suga et. al., 1984). Afios mas tarde Jeannin y cols., en 1988 probaron el efecto
antitumoral del lentiniano contra carcinoma peritoneal inducido en ratas BDIX
usando la linea celular K12/PROb murina de adenocarcinoma de colon; el
tratamiento consistié en 5 inyecciones intraperitoneales cada 2 dias a razén de
2mg de lentiniano/kg iniciandose el dia 14 postinoculacion. Los resultados
obtenidos demostraron que 11 de las 20 ratas tratadas con este esquema
terapéutico se encontraron libres de tumor para el dia 42 en el cual se les realizo
la autopsia (Jeannin et al., 1988). En el aflo 2004 Souza-Paccola y cols.,
evaluaron el efecto de L. edodes, sobre dos cepas de A. nidulans sometidas a
dafio por radiacion ultravioleta, el hongo fue utilizado en 2 extractos diferentes, el
primero realizado a base de fructificaciones frescas y el segundo preparado a
base de fructificaciones deshidratadas, el estudio demostré6 un mayor incremento
en la tasa de supervivencia de los conidios de A. nidulans tratados con los

extractos de fructificacion deshidratada de L. edodes (Souza et al., 2004).
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En el afio 2005 Gu y Belury, estudiaron los efectos de extractos de etanol de
cuatro especies de cuerpos fructiferos de los hongos medicinales: Grifola
frondosa, Ganoderma lucidum, Hericium erinaceus y L. edodes, donde se evaluo
su modulacion para la proliferacion y viabilidad celular en células de carcinoma
murino de piel (CH72) y en células epidérmicas murinas sanas (C50). Encontrando
que, mientras los extractos de G. frondosa, G. lucidum, y H.erinaceus ejercieron
poco o ningun efecto sobre la proliferacion celular de la linea CH72 (Figural3), el
extracto de L. edodes la redujo significativamente. En contraste no hubo cambios
en la respuesta proliferativa de la linea celular no tumorigénica C50 (Gu y Belury,
2005).

Efecto sobre la proliferacion celular de
melanoma murino (CH72)

S
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Vehiculo G. frondosa G. Jucidum H. erinoceus L. edodes
Extractos de hongos (4pul/ml)
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Figura 13.- Efecto de los extractos de los hongos: G. lucidum, G. frondosa, H.
erinaceus y L. edodes, sobre la viabilidad celular de las células de carcinoma de piel
CH72 (Modificada de Gu y Belury, 2005).
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Adicionalmente el tratamiento con L. edodes durante 24 horas produjo un 90% de
reduccion en la viabilidad celular de la linea CH72, mientras que solamente

produjo un 10% de pérdida de viabilidad en las células normales C50 (Figura 14).

Células de melanoma (CH72) y epidermicas sanas (C50) tratadas
conf. edodes a dosis de 4plfml en24 hrs.
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Figura 14.-Efectos de extracto de L. edodes a una concentracién de 4 ul / ml sobre la
viabilidad de las células de cancer de piel CH72 y células sanas C50 en un tiempo
de 24 horas (Modificada de Gu y Belury, 2005).

Los autores sugieren que el mecanismo mediante el cual L .edodes lleva a cabo la
reduccion de la viabilidad de la linea celular CH72 es mediante apoptosis
selectiva, debido a la observacion de cuerpos pro-apoptoéticos en las células
CH72. Sin embargo no muestran evidencias experimentales adicionales que

corroboren dicha aseveracion.

Aunado a esto se han realizado investigaciones sobre L. edodes en combinacion
con inmunoterapicos los cuales han demostrado potenciar sus efectos; por
ejemplo en el aflo 2007 Wu y cols., determinaron la actividad antitumoral del

tratamiento con extractos a base de micelio de L. edodes (LEM) en combinacion
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con 5-Fluorouracilo en células de cancer de colon humanas (COLO 205),
injertadas en ratones desnudos, observando que fueron altamente sensible a la
apoptosis inducida por el tratamiento combinado de 5-Fluorouracilo con LEM en
comparaciéon con 5-fluorouracilo solo (Wu et al., 2007). En el afio 2011 Fu y cols.,
examinaron la actividad antitumoral de L. edodes en ratas a las cuales se les
indujo hepatocarcinoma, observandose el mejor efecto terapéutico manifestado
por una mayor disminucion del volumen tumoral en el grupo al que se le

administro L. edodes a razén de 200mg/Kg intraperitonealmente (Fu et al., 2011).

Para dar soporte a nuestra estrategia experimental, es importante mencionar que
utilizamos el modelo de melanoma murino previamente estandarizado que Garcia-
Hernandez y cols., utilizaron en el afio 2002 donde se trabajo con ratones
C57BL/6 y la linea celular de melanoma B16-FO (Garcia—Hernandez et al., 2002).
Esta linea es singénica con la cepa de ratones antes mencionada ya que fue
derivada de un tumor espontaneo de la oreja de estos ultimos, la cual es
tumorigénica no metastasica al ser aplicada via intradérmica, ya que sus
propiedades de crecimiento son adherentes. De esta linea parental de melanoma
se obtuvieron variantes, cada una de las cuales destaca por un comportamiento
caracteristico:. B16-BL6 (altamente metastasico); B16-F1 (pobremente
metastasico); B16a (amelanico, metastasis espontaneas); B16-PA4M (metéastasis
ganglionares); B16-F10 (especificidad y rendimiento en metéstasis pulmonares);
B16-010 (especificidad para las metastasis ovaricas). Las lineas B16 conservan
su capacidad metastasica aun después de haber realizado varios subcultivos. Con
respecto a la cepa C57BL/6, fue desarrollada por Little y cols.,, en 1921 y
posteriormente introducida por el Jackson Laboratory en1984 (generacion F-22)
(Fidler, 1975).

Respecto al uso de tratamiento a base de medicamentos homeopéaticos, Kuttan y
colaboradores en el afio 2007, realizaron un estudio donde evaluaron el efecto de
dos de ellos Hydrastis canadensis y Ruta graveolens contra tumores trasplantados
en ratones C57BL/6 y ratones suizos albinos, obteniendo resultados significativos,

ya que Ruta graveolens aument6 la sobrevida de los ratones con tumor en un
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49,7% mientras que Hydrastis canadensis lo hizo hasta en un 69,4%. Por lo
anterior consideramos buena alternativa probar L. edodes a dosis homeopaticas

en un modelo murino de ratones C57BL/6 (Kuttan et al., 2007).

En el afio 2008 Banerji y colaboradores realizaron en conjunto con el Instituto
Nacional de Cancer de los Estados unidos de América un estudio observacional
donde evaluaron los procedimientos de tratamiento a base de medicamentos
homeopatico para varios tipos de cancer, bajo el programa “Best Case Series”.
Entre los medicamentos utilizados se encontraron Kali carbonicum y Ferrum
phosphoricum para céancer pulmonar y Condurango para cancer esofagico lo
anterior fue guiado por el protocolo Banerji utilizado desde la década de los 90’s
para tumores cerebrales, donde obtuvieron como resultados finales que del total
de pacientes atendidos, 17,324 para ser exactos entre los afios de 1990 y 2005,
en el19% de los casos hubo una regresién completa de los tumores y en el 21%
de los casos los tumores permanecieron estacionarios o experimentaron una
mejoria manifestada por una disminucion en el volumen tumoral después del

tratamiento (Banerji et al., 2008).
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JUSTIFICACION

Debido a la incidencia creciente de Melanoma proyectada para los proximos 10
afos en nuestro pais y al pobre pronéstico que presentan los pacientes que lo
padecen es una prioridad buscar opciones terapéuticas efectivas que brinden un
mayor beneficio en comparacién con la terapéutica alopatica convencional. Ante la
carencia de reportes de la patogenesia de L. edodes en la farmacopea
homeopatica, resulta sumamente interesante saber si las propiedades
antitumorales que este hongo presenta, se conservan e incluso se potencian, a

dosis homeopaticas.

HIPOTESIS

A dosis homeopaticas, L .edodes, tendra efectos significativos en la disminucion

del volumen del crecimiento tumoral en un modelo murino de melanoma.

OBJETIVO GENERAL

Valorar el efecto que L. edodes, a dosis homeopaticas, tiene sobre el crecimiento

tumoral en un modelo murino de melanoma.
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OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Obtencién de la tintura madre y realizacion de diluciones homeopaticas de
carpoforos de L. edodes obtenidos del micelio certificado por identificacion

morfologica.

2.- Induccion de melanoma en ratones C57BL/6 por inoculacion intradérmica de la

linea celular B16-FO.

3.-Evaluacion del efecto medicamentoso de L. edodes a dosis homeopéticas sobre

el crecimiento tumoral de melanoma en ratones C57BL/6.

Para la realizacion de este estudio se siguid la estrategia experimental que se

muestra en la figura 15.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Obtencion y certificacion Obtencion y
de L. edodes propagacioén de la linea
celular de melanoma
(B16-F0)

Preparacion de tinturay
medicamento

homeopatico a base de Inoculacién de 20
L. edodes 6CHy 12 CH ratones machos C57BL/6
G1 G2 G3 G4
Grupo control positivo
Grupo control negativo L. edodes L. edodes (tinturade L. edodes)
(alcohol homeopatico) 200mg/kg/ 31dias post
31 dias post 6CH / 31dias post 12CH / 31dias inoculacion
inoculacion inoculacion postinoculacion

Medicién tumoral
durante 31 dias posterior
alainoculacién y toma
de biopsias al finalizar el
experimento

Anélisis estadistico de Andlisis histopatolégico

los resultados por tincion con
Hematoxilina y eosina

Integracion y analisis de
resultados

Figura 15.-Esquema que representa la
estrategia experimental.
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METODOLOGIA

Obtencién y certificacion de micelio y fructificacion de L. edodes

Se adquirieron 3 kg de micelio de L. edodes del lote con clave 00-IPJ-SHK
cultivados en trigo provenientes del Colegio de Posgraduados (COLPOS), campus
Puebla, en el departamento del Centro de Vinculacion con el Sistema de
Produccion-Consumo de los Hongos Comestibles (CVINHCO), producido en el
Laboratorio de Biotecnologia de Hongos Comestibles, Funcionales y Medicinales a
cargo del Dr. Daniel Claudio Martinez Carrera, Profesor Investigador Titular.
Posteriormente el micelio se identificé y certificO en la Escuela Nacional de
Ciencias Bioldgicas del Instituto Politécnico Nacional en el Departamento de
Botanica, Laboratorio de Micologia por el M. en C. Ricardo Valenzuela Garza,
especialista en Taxonomia de hongos degradadores de la madera. Una vez
realizada la certificacion, se acudié nuevamente al COLPOS, campus Puebla, para
la recepcion de 4 kg de carpéforos de L. edodes cosechados del mismo lote 00-

IPJ-SHK, 2 kg se entregaron en forma fresca y el resto en forma deshidratada.

En la figura 16 se presenta el documento expedido por el M. en C. Ricardo
Valenzuela Garza del Laboratorio de Micologia de la Escuela Nacional de
Ciencias Biologicas del IPN, en donde certifica la autenticidad de la cepa de L.

edodes utilizada en este estudio.
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INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
ESCUELA NACIONAL DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE BOTANICA

LABORATORIO DE MICOLOGIA
Tel. 01 55 57 29 60 00 ext. 62329

Asunto: Certificacion de
Cepa de Hongo

ESCUELA NACIONAL DE MEDICINA Y HOMEOPATIA
SECCION DE POSGRADO ESPECIALIDAD EN
TERAPEUTICA HOMEOPATICA

PRESENTE.-

El que suscribe M. en C. Ricardo Valenzuela Garza, especialista en
Taxonomia de hongos degradadores de la madera, certifica que la cepa de
hongo cultivado en trigo que fue proporcionada por la alumna de la
Especialidad en Terapéutica Homeopatica Laura Lorena Aguilar Cruz,
corresponde por sus caracteristicas morfologicas a Lentinula edodes (Berk.)
Pegler, un hongo comestible, medicinal y degradador de madera, originario de
Japon. Es importante sefalar que este hongo no contiene sustancias toxicas
para los humanos y puede ser utilizado sin problema alguno para extraer los
principios activos de importancia médica y homeopatica.

Se extiende el presente certificado para los usos que a los interesados
convenga a los siete dias del mes de septiembre de dos mil diez.

(\AGRRATORN B¢ MIBOLOEH
ATENTAMENTE ’t“‘)gh:wt'u:;\" ] MJ\“l |

.x,\]‘ | ¢|»u"

B Velig B LB

M. EN C. RICARDO VALENZUELA G.ARZA
JEFE DEL LABORATORIO DE MICOLOGIA

Figura 16.- Certificacion de la autenticidad de la cepa de L. edodes utilizada en este estudio.
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Preparacion de tintura madre y medicamento homeopéatico a base de L.
edodes

La preparacion de la tintura madre y diluciones homeopaticas se efectudé con
carpoforos de L. edodes obtenidos del micelio certificado por el Laboratorio de

Micologia de la Escuela de Ciencias Biologicas del Instituto Politécnico Nacional.

El medicamento se obtuvo con base en las reglas de la Farmacopea Homeopatica

de los Estados Unidos Mexicanos.

La tintura madre de L. edodes se obtuvo por la cuarta regla, la cual se prepara con
cinco partes en peso de alcohol y una parte de planta y se utiliza para sustancias
gque comprenden animales, plantas o partes de plantas secos. La fuerza

medicamentosa de esta preparacion es de 1/10.

Los carpoforos deshidratados de L .edodes se limpiaron y eliminaron partes
rotas descoloridas, marchitas, tierra, polvo, etc. Se pesaron 25 g de L. edodes
(Figura 17), y 5 veces, de alcohol de 90°, requiriéndose 125 gramos de alcohol

equivalentes a 200 ml.

Figura 17.- Pesaje de 25 gramos de L. edodes.
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Los carpoforos se cortaron en pequefios trozos (aproximadamente 2 cm por
lado) y se mezclaron con los 200 ml de alcohol, se envasé y etiqueto el frasco
(Figura 18), se sucucion6 200 veces, dos veces al dia durante 15 dias,
posterior a eso se separ6 por decantacion la tintura del residuo (Figura 19), se
prenso este ultimo y los liquidos reunidos se filtraron, envasaron, etiquetaron y
almacenaron para la subsecuente preparacion de L. edodes a dosis

homeopéticas (Comision permanente de los Estados Unidos Mexicanos, 1996).

Figura 18- Maceracion de L. edodes.

Figura 19.- Obtencién de la Tintura de L. edodes.
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Obtencién del medicamento homeopéatico a partir de la tintura madre de L.

edodes.

Se mezclaron 10 gotas de tintura preparada a base de L. edodes con 90 gotas de
alcohol homeopético a 90° posteriormente a la mezcla se le aplicaron 200
sucuciones para obtener una dinamizacion correspondiente a la 12 Centesimal

Hahnemanniana (CH) (Figura 20).

Figura 20.- Obtencién de la 12 centesimal
Hahnemanniana de L. edodes.

Para el siguiente paso se mezclé en otro frasco una gota de la 12 CH con 99 gotas
de alcohol homeopatico de 90° y se aplicaron de 200 sucuciones, obteniéndose

una dinamizacién correspondiente a la 22 CH (Figura 21).

Figura 21.- Obtencién de la 22 centesimal
Hahnemanniana de L. edodes.
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Una vez obtenida la 22 CH se tomd una gota de esta Ultima y se mezclé con 99
gotas de alcohol homeopatico al 87° y se aplicaron 200 sucusiones obteniéndose

la dinamizacion correspondiente a la 32 CH (Figura 22).

Figura 22.- Obtencion de la 32 centesimal
Hahnemanniana de L. edodes.

Las siguientes dinamizaciones se prepararon mezclando una gota de la
dinamizacién precedente, con 99 gotas de alcohol homeopatico al 87°, hasta
obtener la 6CH y 12 CH a probar en este estudio, debido a que son potencias

bajas y medias representativas del medicamento homeopético.
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Obtencién y propagacion de la linea celular de melanoma B16-FO

La linea celular de melanoma B16-FO fue donada por el Dr. Patricio Gariglio Vidal
del Departamento de Genética del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados
(CINVESTAV).

Para la propagacion de la linea celular lo primero que se realizé fue la preparacion

de medios y soluciones (Anexo 1).

El experimento se inici6 realizando la reactivacion de la linea celular de melanoma
murino B16-FO para lo cual fue necesario recuperar un criotubo que contenia la
linea celular antes mencionada y que se encontraba resguardado en el congelador
REVCO a -70°C, por lo cual fue necesario descongelarlo en bafio maria a 37°C,
cuando estuvo casi descongelado el criotubo, se limpidé con etanol al 70%, dentro
de una campana de flujo laminar. Una vez realizado este paso se transfirio el
contenido del criotubo a un tubo falcon de 50 ml estéril conteniendo 10 ml de
medio DMEM Advance suplementado con 20% de suero fetal bovino (GIBCO,
124991), solucién de antibiéticos (penicilina 0.627 g y estreptomicina 1 g), con 5
ml de L-glutamina al 200 mM (GIBCO), todo bajo condiciones de esterilidad; se
centrifugd a 800 RPM (revoluciones por minuto), por 10 minutos. Lo anterior se
llevé a cabo para empastillar las células. Al terminar el tiempo de centrifugado se
elimino el sobrenadante con puntas para micropipeta estériles y se afiadieron 5 ml
de medio para resuspender la pastilla, el contenido se tomé con una pipeta y se
transfirid a una a caja de cultivo de 75 cc adicionando 5 ml mas de medio DMEM
Advance suplementado con 20% de suero fetal bovino. Los cultivos se colocaron

en una incubadora al 5% de CO..

Para el mantenimiento de la linea celular se recuperé con mucho cuidado el
sobrenadante de la botella de cultivo de 75 cc y se desechd en un vaso de
precipitado; las células que quedaron adheridas a la botella se enjuagaron con 3
ml de PBS 7.4 1X estéril. Terminado el lavado se retir6 nuevamente el
sobrenadante decantandolo y se le adiciono a la caja 1 ml de Tripsina al 0.05%

con EDTA al 1% durante 30 segundos. Las células se despegaron y disgregaron
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pipeteando varias veces. Para la inactivacion de la tripsina se afiadieron 10 ml de
medio DMEM Advance al 20% de suero fetal bovino. La suspensién celular se
distribuyd en dos botellas de 75 cc las cuales se colocaron nuevamente en la

incubadora de CO; al 5% a una temperatura de 37°C.
Preparacion de la suspension celular para la inoculacion de ratones.

Las células se desprendieron con tripsina al 0.05% con EDTA, se lavaron 2 veces
con PBS y el paquete celular se resuspendié nuevamente en PBS, la viabilidad
celular se determiné por exclusiéon de azul de tripano; 0.4% (GIBCO, 15250-061)
para esto se tomaron 20 ul de suspension celular y se le agreg6 azul de tripano. El
conteo celular se llevo a cabo con la camara de Neubauer, aplicando la siguiente
férmula: No. de células por cuadrante + 4 x 10,000 x factor de dilucién = No. de
células/ml y uUnicamente la suspensiéon con 95% de viabilidad se usé para la
inoculacién de los ratones C57BL/6. La suspension celular se ajusté con PBS de
tal manera que se obtuviera una concentracion final de 300,000 Células/50pl.
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Inoculacion de ratones C57BL/6

Se utilizé la cepa de raton C57BL/6, obtenida de la Facultad de Estudios

Superiores Campus Iztacala de la UNAM, sanos y libres de parasitos.

Los animales fisicamente presentaron pelaje y ojos negros, extremidades finas y
talla pequefia correspondiente a la edad, poseian gran motricidad y preservaron
ritmo circadiano. Se les administr0 agua y comida a base de nutricubos a libre
demanda y fueron cuidados bajo los estandares de la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999, especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso
de los animales de laboratorio. En cada jaula se colocaron cinco animales por
grupo experimental; utilizando como lecho viruta de madera especialmente tratada
para su uso en laboratorios de experimentacion animal. Las jaulas marca Uni-cage
hechas con rejas de acero inoxidable con medidas de 27 x 21.5 x 12 cm y con una
tapa de filtro, fueron etiquetadas con tarjetas conteniendo los siguientes datos:
nombre del responsable, descripcion de la cepa de ratones y edad de los mismos,
fecha de inicio del estudio y grupo al que pertenecian. Se utilizaron 20 ratones
machos de 5 a 6 semanas de nacidos sometidos a ciclos de 12 horas de luz 'y 12

horas de oscuridad.
Criterios de eliminacion:

e Mal estado general.
e Cualquier problema fisico detectable a la inspeccion o palpacion durante el

seguimiento o en el momento de la inclusion.

Se formaron 4 grupos experimentales con cinco ratones cada uno. Todos fueron
depilados en el costado izquierdo usando un depilador quimico 2 dias antes de la
inoculacion; posteriormente fueron inoculados via intradérmica con 300,000
células B16-FO suspendidas en 50 ul de PBS. La eficacia de la inoculacion se
verifico por la formaciéon de una ampolla en la piel en el sitio de la inyeccion
posterior a la inoculaciéon EIl crecimiento del tumor se monitored diariamente por
31 dias en todos los ratones. Se tomaron en cuenta dos tipos de didmetros y cada

tumor fue medido con un calibrador tipo Vernier.
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El volumen se calculé usando la férmula (0.4 ab?) siendo ‘a’ el diametro largo y ‘b’
el diametro corto (Garcia-Herndndez, 2002). Los voliumenes resultantes fueron

graficados utilizando el programa Excel para analisis y presentacion de resultados.
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tumoral para analisis
histopatoldgico.

Figura 23.- Esquema de grupos experimentales.

Administracion del medicamento

Debido a que el tubo digestivo de los ratones C57/BL6 es delicado y con la
finalidad de evitar eventos de vomitos o de irritacion esofagica a los grupos control
negativo, 6 CH y 12 CH se les administraron 5 pl de medicamento diluidos en 5yl
de agua destilada. Al grupo control positivo se le administraron 25 pl via oral de la
tintura liofilizada resuspendida en agua que equivale a una concentracion de 200

mg/Kg. Al grupo control negativo solamente se le administroé alcohol homeopatico.
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Al tercer grupo se le administr6 medicamento homeopatico preparado a base de L.
edodes a una dinamizacion de 6 CH y al cuarto grupo se le administré
medicamento homeopatico a base de L. edodes a una dinamizacién de 12 CH. La
administracion de los respectivos medicamentos, tintura y alcohol homeopético, se
realizd directamente via oral en el hocico del raton ofrecido al mismo mediante
punta de micropipeta con las cantidades antes mencionadas para cada grupo
durante 31 dias post inoculacion (Figura 23).

Los ratones fueron pesados diariamente en una balanza marca Triple beam
OHAUS, siendo ésta calibrada antes de pesar a cada raton y se registraron en
tablas separadas por grupo segun la medicacion correspondiente a cada uno.
Aunado a lo anterior, se realiz6 la medicién tumoral con un calibrador Vernier
recolectando los datos de crecimiento tumoral y registrandolos en tablas
separadas por grupos. Al final del experimento se procedidé a sacrificar a los
animales de experimentacion para la toma de biopsias, de acuerdo a la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 (Anexo 2).

Tomay estudio de biopsias

Transcurridos los 31 dias de estudio se sacrificaron los animales por

dislocasioén cervical.

Después de verificar la muerte del animal, se fij0 a la mesa quirdrgica, en
posicion ventral y se realizd la extraccion tumoral haciendo una incision
vertical para posteriormente con una pinza mosquito curva separar el tejido por
planos hasta lograr retirar el tumor en una sola pieza dejando margenes libres
de 2 a 3 mm aproximadamente (Figura 24). Las muestras se colocaron en
tubos Falcon de 50 ml donde previamente se habia colocado una suspension
de 15 ml de formaldehido al 10% para la fijacion de las muestras, para su

posterior inclusion en parafina y estudio histopatolégico.
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Figura 24.- Fotografia de toma de biopsia de melanoma murino.

Los tejidos fueron procesados en el Laboratorio Central de Citopatologia del
Hospital Regional 1° de Octubre utilizando microscopia Optica convencional,
siguiendo el protocolo de inclusién en parafina y tincibn con Hematoxilina-

eosina.
Inclusién en parafina

Este procedimiento le confiere al tejido la resistencia al impacto de la navaja
del micr6tomo, a la vez que mantiene las diversas partes del tejido siempre en
la misma posicion entre si. Este medio de inclusion permite la obtencion de
cortes seriados, esenciales para este tipo de estudios histoldgicos. El proceso

de inclusion en parafina involucra tres etapas:
|. Deshidratacion

El proceso se inici6 colocando el una serie gradual y ascendente del agente

deshidratante. La serie fue a base a alcohol etilico con los siguientes pasos:
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1) alcohol etilico al 70 % ------------==----- 12 horas

2) alcohol etilico al 70 %  ----------------- 12 horas
3) alcohol etilico al 95 % ----------=--------- 1 hora
4) alcohol etilico al 95 % ----------=-----=--- 1 hora

5) alcohol etilico al 100 % (absoluto) ---- 1 hora

6) alcohol etilico al 100 % (absoluto) ---- 1 a 1.5 horas.

Il. Infiltracion

Las muestras deshidratadas se encuentran totalmente embebidas en alcohol
etilico absoluto; pero la parafina tampoco es soluble en alcohol por lo que es
necesario reemplazarlo por sustancias que sean capaces, simultaneamente,
de mezclarse con el alcohol y disolver la parafina, en este estudio se utilizé el

xilol al 50% de la siguiente manera:

1) alcohol absoluto (50%) - xilol (50%) --------- 1 hora
2) xilol (509%0) --------=--==mmmm oo 1 hora
3) Xilo (509%0)1--==--==mnmmmmmmm e e 1 hora

I1l. Inclusiéon

Las parafinas son hidrocarburos saturados provenientes de la destilacion del
petréleo. Generalmente son sustancias soélidas a temperatura ambiente.
Existen diferentes tipos de parafina que se caracterizan por sus puntos de
fusiéon. Estos oscilan entre 40° y 60°C, en este estudio se utilizé parafina con

punto de fusion de 60° C con los siguientes lapsos de tiempo:
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1) Primer bafio de parafina------------------ 1 a 1.5 horas
2) Segundo bafo de parafina--------------- 1 a 1.5 horas
3) Tercer bafio de parafina------------------- 30 a 60 minutos

Para la formacién del bloque de parafina se emplearon moldes de plastico. El
molde elegido se llené con parafina caliente; con una pinza calentada en un
mechero se tomo6 una pieza de tejido y se orientd una de sus superficies
(aquella que se puso en contacto con el filo de la navaja) se sumergié al
interior del molde, y se le aplicd una leve presioén. Después los moldes se
enfriaron de inmediato introduciéndolos en el refrigerador para que la parafina
se solidificara de manera homogénea.

Corte y montaje

En esta etapa, los tejidos y la parafina integran un solo bloque que, posee la
dureza y la consistencia suficientes para obtener secciones delgadas y
transparentes utilizando un instrumento mecanico denominado microtomo,
para este estudio se utiliz6 el microtomo de rotacién tipo Minot, el cual realiza
los cortes desplazando el bloque mediante una manivela circular denominada
volante, el mecanismo que sujeta al bloque de parafina se desplaza frente al
filo de la navaja, de arriba hacia abajo y viceversa en un movimiento vertical.
Los microtomos tipo Minot permiten obtener secciones delgadas, del orden de
4 a 7um de espesor. Producen cortes seriados, es decir, cuando se obtiene un
corte, éste queda adherido por su borde anterior al borde posterior del que lo
precedi6; formandose de esta manera una cinta de cortes que va
descendiendo por la superficie anterior de la navaja, los cortes se recogen
cuidadosamente con unas pinzas o pinceles finos. Las secciones obtenidas se
extendieron de forma aislada las cuales se adhirieron al portaobjetos para lo
cual fue necesario utilizar una gota de una sustancia adherente (poli-L-lysina)
preparada a una proporcion de 25 miligramos de la sustancia en 25 ml de agua
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destilada, y extenderla en el portaobjetos, para recoger los cortes en el porta
objetos fue necesario preparar un bafio de flotacion mezclando, 1000ml de
agua destilada 0.2 g de bicromato de potasio y 0.2 g de gelatina, El agua
destilada se caliento a 60° C para disolver en ella la gelatina y el bicromato de
potasio, sucesivamente. Una vez recogidos los cortes, las laminas se apoyaron
en forma oblicua para que escurriera el liquido sobrante y luego se colocaron
horizontalmente dentro de una estufa a 50°C por 4horas.

Tinciéon

El procedimiento de coloracion o tincidn consiste en que una estructura celular
o tisular adquiere especificamente un color bajo la accién de una sustancia

colorante. Para este estudio se empled la tincion de Hematoxilina eosina.
Consiste en la tincion de:

a) los nucleos mediante una hematoxilina, previamente oxidada vy
transformada en hemateina con lo cual los nlcleos se colorean de azul,

azul morado, violeta, pardo oscuro o negro.

b) el citoplasma y material extracelular utilizando la eosina que les confiere

diversos grados de color rosado.
El procedimiento de coloracién que se sigui6 fue el siguiente:
1. se desparafinaron los cortes en
- xilol (50%) ------------==------- 3 minutos

2. Se hidrataron los cortes en bafos decrecientes de alcohol

- alcohol absoluto (100°) ---- 3 minutos
- alcohol de 95° -—--emmmmmcmmeo 3 minutos
- alcohol de 70° ------mmmcemmm-- 3 minutos
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- agua corriente ---------------------- 5 minutos.
- agua destilada (2 bafios) -------- 1 minuto (cada uno)

3. Para la coloracion con la solucién de hematoxilina se utilizé la hematoxilina

aluminica de Harris ------ por 5 minutos.
4. Se lavo en agua destilada (2 bafios) ------ un minuto cada uno.

5. Para eliminar el exceso de colorante, se empleé el alcohol &cido, hasta que
los nucleos y los componentes basofilos de las células sean los Unicos que
permanezcan tefiidos y posterior a esto se lavdo con agua corriente por 2

minutos.
6. Se colored nuevamente esta vez con una solucién alcohdlica o acuosa de
Eosina por 5 minutos.

7.- se deshidrato en bafos crecientes de alcohol etilico

- alcohol de 700 ---------mm-mmmmmmm oo 1 minuto
- alcohol de 950-------meommmmemcmmc e 1 minuto
- alcohol absoluto (100°) -------===---n=o--- 1 minuto
- alcohol absoluto (100°) --------------=----- 2 minutos

8.- se aclar6 empleando xilol al 50% por 2 minutos
Montaje

Se coloco encima del corte coloreado y diafanizado una gota de resina natural
(balsamo de Canada) diluida, en xilol al 50 %, y encima de ellos, una laminilla
cubreobjetos, a continuacion se dejé que el xilol se evaporara, para que la
resina adquiriera solidez suficiente; para ello las laminas se colocaron en una

platina caliente (50° C) durante 48 horas.
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Andlisis estadistico

Para el analisis de los datos arrojados de la obtencion diaria de los volumenes
tumorales se utilizé el programa Excel de Office 2007. Se realiz6 un analisis
estadistico mediante el programa SPSS version 17 en espafiol con una T de
Student para muestras independientes. Este andlisis se utiliza cuando es
necesario comparar ciertas caracteristicas en dos 0 mas grupos
experimentales sobre todo cuando el tamafio de la muestra es pequefio.
Fundamentalmente, cuando se comparan dos o0 mas grupos de observaciones
pueden darse dos tipos de disefio: aquel en el que las observaciones se
refieren a dos o mas grupos independientes de individuos (como en este
estudio) o el caso, en el que cada serie de datos se recogen de los mismos
sujetos bajo condiciones diferentes, se obtiene a partir de dicho estadistico el
valor “p” (probabilidad) que describe la proporcion de veces que un evento
ocurre en una serie de observaciones. Para efectos de este estudio Si p es
menor de 0,05 (p<0,05) se sugiere que hay diferencia entre los tratamientos.
Tomando como referencia lo anterior, se efectu6 una T de Student para

muestras independientes (Pértega, 2001).
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RESULTADOS

De acuerdo con el objetivo general de este trabajo, valorar el efecto que L.
edodes tiene a dosis homeopaticas sobre el crecimiento tumoral en un modelo
murino de melanoma presentamos en primer lugar las graficas de la evolucion
del peso correspondiente a cada grupo, posterior a ello se expone una tabla
resumen donde se engloban los promedios de los volumenes tumorales por
grupo, junto con el resultado que arrojo el andlisis estadistico, y por ultimo los
resultados del estudio histopatologico

Induccién de melanoma en ratones C57BL/6 por inoculacién intradérmica

de lalinea celular B16-FO

Como ya se describié en la metodologia se inocularon 300,000 células de la
linea celular de melanoma B16-FO en los ratones C57BL/6 a los cuales se les
admistré de acuerdo al grupo correspondiente alcohol homeopatico, tintura
madre y diluciones homeopaticas 6 CH y 12CH a partir del micelio certificado
por identificacion morfolégica de L. edodes, a la par se observo el desarrollo
tumoral durante 31 dias. Si bien el peso no es una variable a considerar en
este trabajo fue importante su registro para llevar un mejor control del modelo.
De acuerdo a los resultados que se obtuvieron del peso diario de los ratones

se presenta la evoluciéon de peso de los cuatro grupos experimentales:

Grupo control positivo: Estos animales fueron tratados diariamente durante
31 dias post inoculacién con la administracion oral de 25 ul de la tintura
liofilizada a una concentracion de 200 mg/kg disuelta en agua bidestilada
posterior a la inoculacion de la linea celular de melanoma. Los pesos oscilaron
entre 15.16 g y 25.2 g alcanzando un promedio de 19.58 £ 1.5, la ganancia de
peso fue gradual y constante tomando como referencia el peso inicial de cada
raton (Gréficol).
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Grupo control positivo

Gréfico 1.- Evolucion de peso del grupo control positivo en 31 dias de experimentacion.

Grupo control negativo: A los miembros de este grupo se les administro
diariamente 5 ul via oral de alcohol homeopatico diluidos en otros 5 ul de agua
bidestilada durante 31 dias post inoculacion. Alcanzaron unos pesos que
fluctuaron entre 18.6 g y 25.3 g con un promedio de 22.54 + 0.8 (Gréfico 2).

Grupo control negativo
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Gréfico 2.- Evolucién de peso del grupo control negativo en 31 dias de experimentacion.
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Grupo 6CH de L. edodes: A estos ratones se les administré post inoculacion
5 ul via oral de L. edodes preparado a la 6CH diluidos en otros 5 pl de agua
bidestilada diariamente durante 31 dias; los pesos estuvieron comprendidos
entre 16.4 gy 27.7 g el promedio de pesos fue de 21.1 + 1.5 (Gréfico 3).

Grupo 6CH Lentinula edodes

Grafico 3.- Evolucion de peso del grupo tratado con 6CH de L. edodes
en 31 dias de experimentacion.

Grupo 12CH de L. edodes Este grupo fue tratado con la administracion diaria
de 5 pl via oral de L. edodes preparado a la 12 CH diluidos en otros 5 ul de
agua bidestilada posterior a la inoculacion durante 31 dias los pesos oscilaron
entre 16.2 g y 255 g, el promedio alcanzado por los sujetos de

experimentacion fue 21.2 + 2.4 (Grafico 4).

En el Gréafico 5 se muestran los promedios obtenidos en los cuatro grupos del
peso registrado durante los 31 dias de experimentacién. En términos globales
el promedio de peso alcanzado por los 20 ratones sujetos a experimentacion
fue de 20.90 g = 1.11, lo cual indica que el 68% de ellos alcanzaron pesos que

variaron entre 19.79 gy 22.01 g.
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Grupo 12 CH Lentinula edodes
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Gréfico 4.- Evolucion de peso del grupo tratado con 12CH de L. edodes

en 31 dias de experimentacion.
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Control positivo L. edodes 6CH L. edodes 12CH Control negativo

Grafico 5.- Promedio de pesos alcanzados por los diferentes grupos experimentales

de ratones C57BL/6 durante 31 dias experimentales post inoculacion de la linea

celular de melanoma B16-F0 (Datos representados + SD).
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Evolucion del efecto medicamentoso de L. edodes a dosis homeopaticas

sobre el crecimiento tumoral de melanoma en ratones C57BL/6

Se obtuvieron las mediciones tumorales diarias (Tabla 2) a partir de la férmula (0.4
ab?). El registro del crecimiento tumoral se comenzé a partir del dia doce post
inoculacion debido a que hasta ese entonces fue fisicamente perceptible la

presencia de tumores, evitando asi fallas en el uso del calibrador Vernier.

Posteriormente, para evaluar los efectos que las dinamizaciones 6 CHy 12 CH de
L. edodes tuvieron en comparacion con los resultados del grupo control positivo y
control negativo, se muestra la siguiente grafica (Gréfico 6), la cual inicia al

doceavo dia, mismo en el que se mostrd un crecimiento tumoral medible.

Mediciones tumorales de ratones C57BL/6 inoculados con células B16-FO de

melanoma

11.278  10.093 3.059
13 7455 17.037 10.141 8.725

14 22968 24665 28.203 7.582
15 36.227 26.747 34322 16.817
16 68.424 34017 45435 17.152
17 68.459 37.121 53.106 18.702
18 68.387 37904 51929 18.211
19 57476 50648 62.944 17.920
20 70.98 52365 65.506 17.920
21 73.132 62.080 79173 13.964
22 73619 66.180 78.587 13.964
23 74284 66.600 83677 18.970
24 74284 67.750 80.340 18.970
25 71104 67.750 79.124 19.138
26 71.114 67.750 64932 17.984
27 7012 B67.750 72134 11.244
28 80.396 67.750 80.640 9.980
29 71525 67.750 71.3575 9.828
30 63.195 67.750 65942 9.828
31 63.195 67.750 66.693 9.323

Tabla 2.- Promedio de volumenes tumorales por grupo experimental.
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Para su adecuado andlisis, los resultados anteriores fueron promediados y
graficados por grupo (Grafico 6). En esta grafica se puede observar la disminucién
tumoral mostrada en el grupo tratado con 12 CH preparado a base de L. edodes
en comparacion con el control negativo, resultando aiun mas interesante la
disminucién en el crecimiento tumoral que muestra en comparacion con el control
positivo (tintura madre de L. edodes a una concentracion de 200 mg/kg) ya que
por sus antecedentes se esperaria que hubiera presentado el mejor efecto
antitumoral. En esta grafica se observa que como el grupo 12 CH inicié una breve
proliferacion tumoral al dia 15 que en sus niveles mas altos no alcanzé ni siquiera
los volumenes mas bajos de los otros cuatro grupos; misma que disminuyé a
partir del dia 26 de tratamiento hasta casi desaparecer. Al respecto, no se han
encontrado publicaciones que hablen de regresibn espontanea tumoral
correspondientes a esta linea celular, ni en el modelo descrito, ni en otros
animales de experimentacion. Para el grupo control positivo se observé un
crecimiento tumoral acelerado a partir del dia 16, sin posibilidades de reversion. El
grupo 6CH aungque menos abrupto, mantiene un crecimiento tumoral constante a
partir del dia 13 de experimentacion. El grupo control negativo mantuvo el tamafio

tumoral sin variaciones a partir del dia 22.

Efecto en el crecimiento tumoral de L. edodes en ratones C57BL/6 con melanoma

3

# Conteol positio
§ 5CH Lododes

B 12K Lododes

£
£
c
o
c
]
€
E]
°
>

Control negativo

Grafico 6.- Evolucion del desarrollo tumoral en 31 dias en los 4 grupos experimentales.
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Analisis Estadistico

Como se menciond anteriormente, el analisis estadistico se realizé mediante la
prueba T de Student basados en el programa SPSS version 17 en espafiol. Para
ello se tomaron los datos que se muestran a continuacion que corresponden a los
volumenes tumorales diarios por raton de cada grupo experimental (Tabla 3 a la
Tabla 6). Los valores en cero del grupo 12CH de L. edodes corresponden a la
regresion del tumor posterior a recibir el tratamiento. Los valores en cero del grupo
6CH de L. edodes a partir del dia 25 hacen referencia a la muerte del ratéon 1y los
valores en cero de este mismo grupo a partir del dia 30, hacen referencia a la

regresion del tumor posterior a recibir el tratamiento.
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Tabla 3 - Evolucion del desarrollo tumoral en 31 dias del Grupo control negativo

Grupo control positivo
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Tabla 4.- Evolucion del desarrollo tumoral en 31 dias en el Grupo control positivo
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Grupo 6CH L. edodes
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Tabla 5.- Evolucion del desarrollo tumoral en 31 dias en el Grupo 6 CH L. edodes

Grupo 12CH L. edodes
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Tabla 6.- Evolucion del desarrollo tumoral en 31 dias en el Grupo 12 CH L. edodes

Se compararon los resultados de los grupos entre si para obtener una significancia

bilateral. Los grupos terapéuticos que fueron expuestos son el grupo 6CH de L.

edodes y 12 CH de L. edodes entre si y contra los grupos experimentales

restantes, arrojando que la mayor significancia fue obtenida por el grupo 12 CH de

L. edodes que correspondié a un valor de p= 0.00003 (Tabla 7).
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Significancia

(bilateral) o p
L. edodes 12CH Vs L. edodes 6CH -2.455 7 0.04376
L. edodes 12CH Vs Control positivo -1.756 8 0.11718
L. edodes 12CH Vs Control negativo -8.287 8 0.00003
L. edodes 6CH Vs Control positivo 0.416 7 0.69006
L. edodes 6CH Vs Control negativo 0.605 7 0.56407

Tabla 7.- Resultados de la prueba T de Student para muestras independientes.
En el lado izquierdo se muestran los grupos experimentales. Del lado derecho se
muestra a “t” que representa el resultado de la comparacion de las dos medias
expuestas entre si. “gl” representa el numero de grados de libertad que
caracterizan la distribucién de los datos. La significancia bilateral (comparativa de

2 grupos) representada por el “p” valor.

La distribucién T de Student arroja valores acumulados de izquierda a derecha,
por lo que se pueden obtener valores tanto negativos como positivos con respecto
a la media. En este estudio los datos representados en la columna “t” con valores
negativos significan que el promedio de volimenes de la muestra es menor que el
promedio de volimenes de la poblacién, por consiguiente en el caso de los
valores positivos se aplica el razonamiento contrario. Una vez obtenidos estos
datos como resultado de la comparacion de las 2 medias muestrales expuestas
entres si, especificadas por la primera columna donde se muestra que grupos
fueron comparados, se procede a convertir el valor de “t” en un intervalo de
confianza, para lo cual es necesario calcular la significancia o “p”, lo anterior se
lleva a cabo localizando el valor de “t” en la tabla de valores criticos, para lo cual
se utilizan los grados de libertad representados en la tercera columna “gl” que
corresponden a un entero que indica el numero de grados que caracterizan la
distribucion. En éste trabajo el resultado de la accion anterior demostré que segun
la “p” mostrada por cada grupo comparado, las Unicas estadisticamente
significativas, fueron las obtenidas por el grupo de L. edodes 12 CH contra el
grupo de L. edodes 6CH con una significancia de 0.04376 que corresponde a un

intervalo de confianza del 94% y por el grupo de L. edodes 12 CH contra el control
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negativo (alcohol homeopético) con una significancia de 0.00003, que se

corresponde con un intervalo de confianza del 99.9% (Gonzélez, 1991).

Analisis Histopatologico

De acuerdo con el andlisis histopatoldgico, los grupos experimentales presentaron
los siguientes datos arrojados por la tincion por Hematoxilina-eosina de las
biopsias tomadas hacia el final de la experimentacion:

Grupo control Negativo (alcohol homeopatico)

Las muestras histolégicas correspondientes a este grupo fueron fragmentos con
un tamano entre 0.5 cm y 0.7 cm, con una forma irregular, blandos, con una
variacion de colores entre café claro y obscuro y con algunas zonas
hiperpigmentadas. Se identificé lesion localizada en dermis reticular constituida
por células neoplasicas epitelioides, grandes, con citoplasma irregular, nucleos
ovoides, algunos irregulares con nucleos prominentes y mitosis atipicas
frecuentes, algunas de estas células cuentan con pigmento melanico en su
citoplasma. Las células observadas correspondian a un melanoma epitelioide
pigmentado con una localizaciéon en dermis reticular que incluso alcanzo a infiltrar
musculo esquelético, sin identificacion de angio /neuro invasion. Por todas estas
caracteristicas se obtiene una clasificacion de Clark grado V y un Breslow de 0.7
mm. Finalmente se observd foco microscopico con células correspondientes por

su morfologia a un melanoma fusocelular pigmentado (Figura 25) (Figura 26)
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Figura 25.- Fotografia con aumento 20x que muestra la infiltracién del madsculo esquelético tefido
de color rosado (B). Células tumorales correspondientes a melanoma epitelioide pigmentado
tefiidas de color morado, se le denomina epitelioide porgue sus caracteristicas morfolégicas se
asemejan a las de la epidermis (A).

Figura 26.- Fotografia con aumento 20 x que muestra células correspondientes a melanoma con
un patron fusocelular pigmentado (A). El término fusocelular hace referencia a que las
caracteristicas morfologicas de la célula tienen apariencia de huso. El nlcleo esta tefiido de color
morado obscuro (F1) y el citoplasma de color morado claro (F2).

74



Grupo control positivo (tintura de L. edodes)

En este grupo el tamafio de los fragmentos obtenidos fue de entre 0.3 cm y 0.5
cm, con una morfologia irregular, con una textura blanda de color café claro y
obscuro. En algunas pequefias zonas se observO una fuerte pigmentacion
melénica. Al observar las muestras en el microscopio se identifico la lesion al nivel
de la dermis reticular constituida por células neoplésicas epitelioides grandes con
citoplasma irregular, nucleos ovoides, algunos irregulares con nucleos
prominentes y mitosis atipicas frecuentes, algunas de estas células con pigmento
melanico en su citoplasma. Por su arquitectura celular lo anterior corresponde a
un melanoma nodular localizado en dermis reticular. No se identificO angio /

neuro invasiéon alcanzando un Clark nivel Il y un Breslow de 0.7 mm (Figura 27).

Figura 27.- Fotografia con aumento 20x que muestra células tumorales correspondientes a
melanoma con un patrén nodular(A), este patron hace referencia a que la arquitectura celular
tiene forma de nédulo o circular. El ntcleo (F1) esta tefiido de color morado obscuro y el
citoplasma (F2) de un color méas claro.
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Grupo 6CH a base de L. edodes

De este grupo experimental se obtuvieron fragmentos que alcanzaron un tamafio
con un rango entre 0.5 cm y 0.6 cm, todos ellos presentaron una forma irregular,
de blandos, de color café claro y obscuro e hiperpigmentados. Al observarlos al
microscopio se identifico la epidermis con lesion en dermis reticular constituida por
células neoplésicas epitelioides grandes con citoplasma irregular, nucleos
ovoides, algunos irregulares con nucleos prominentes y mitosis atipicas
frecuentes, ademas de pigmento melanico en su citoplasma. Histolégicamente la
estructura celular correspondié a melanoma epitelioide pigmentado, localizado en
dermis reticular, sin angio/neuro invasion. Este fue el Unico grupo que presenté
necrosis tumoral en un 45% de las muestras alcanzando un Clark nivel Il y un
Breslow de 0.7 mm, ademas de un foco microscopico en dermis reticular de

células neoplasicas (Figura 28).

Figura 28.- Fotografia con aumento 10x que muestra células tumorales correspondientes a
melanoma con un patrén epitelioide tefiidas por hematoxilina en color morado (A) con presencia
de necrosis tumoral en un 45% (B) mostradas en color rosa palido por la eosina.
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Grupo 12CH a base de L. edodes

De este grupo se obtuvieron fragmentos de entre 0.1 cm y 0.5 cm, con bordes
irregulares de textura blanda, con un color igual al de los deméas grupos
correspondiente a café claro y obscuro e hiperpigmentadas. A la microscopia se
identificaron la epidermis con minima lesion en dermis reticular constituida por
células irregulares, grandes, nucleos ovoides y pocas células con pigmento
melanico en su citoplasma. Histopatologicamente el diagnostico arrojo que la piel y
anexos obtenidos se encontraron sin evidencia de neoplasia, afiadido a esto se
observaron escasos macréfagos con pigmento melanico (melanofagos) sin
evidencia de células neoplasicas asi como también un foco microscopico de
células pigmentadas compatibles con melanoma (probablemente melan6fagos)
(Figura 29) (Figura 30).

Figura 29.- Fotografia con aumento 10x que muestra piel y anexos sin evidencia de células
neoplasicas (A), epidermis (B), dermis (C), foliculo piloso (D), glandula sebacea(E).
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Figura 30.- Fotografia con aumento 10x que muestra macro6fagos escasos con pigmento melanico
(melanéfagos) (A) sin evidencia de células neoplasicas.

Grupos experimentales Niveles de Clark indice de Breslow

Control negativo (alcohol) Clark V 0.7 mm
Control positivo (tintura) Clark Il 0.7 mm
L. edodes 6CH Clark I 0.7 mm
L. edodes 12CH Sin evidencia de Sin evidencia de
células neopléasicas células neopléasicas

Tabla 8.-Concentrado de diagnosticos histopatolégicos obtenidos por los diferentes
grupos experimentales
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DISCUSION

El L. edodes siendo un hongo que tiene antecedentes importantes por sus
propiedades medicinales, ha sido utilizado como tratamiento contra diferentes
enfermedades que incluyen diversos tipos de cancer como sarcoma,
adenocarcinoma y melanoma; enfermedades infecciosas como el Sindrome de
Inmuno Deficiencia Adquirida, gingivitis, entre otras, y enfermedades inflamatorias
agudas y cronicas como la esteatosis hepatica y dermatitis. Ademas ha sido
blanco de estudio por distintos grupos de investigacion (Chihara, 1970; Hatvani,
2001; Gu, 2005; Fu,2011) quienes han determinado que el principal componente
del hongo es el polisacéarido lentiniano, el cual es el que posee las propiedades
anticancerosas atribuidas a este hongo e incluso se ha sugerido que su accién es

selectiva.

En este estudio se ha evaluado el efecto que el hongo L. edodes ejerce sobre el
melanoma murino posterior a la inoculacién de células tumorales B16 - FO,
observando que incluso a dosis infinitesimales manifestadas por la dinamizacion
12 CH del hongo antes mencionado conserva sus propiedades antitumorales e
incluso estas se potencian comparando su efecto con la tintura madre de mismo

hongo.

Como parte de los resultados, con respecto a la valoracion de pesos diarios de
cada uno de los grupos experimentales, se observO que mantuvieron una
ganancia de peso constante conforme al crecimiento y desarrollo de los murinos;
sin embargo el grupo correspondiente al control positivo fue el que obtuvo la
menor ganancia de pesos, a lo que el grupo de trabajo atribuyd a una intoxicacion
medicamentosa por la tintura del hongo L. edodes. Si bien publicaciones
anteriores no han reportado concentraciones toxicas del hongo para el humano,
en murinos podria ser diferente. En otras palabras, podria deberse a la
experimentacion de la tintura de L. edodes, siguiendo el precepto mencionado por

el maestro Hahnemann “Lo que una sustancia causa a grandes dosis, es curado a
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pequefias dosis”, frase que es comprobada gracias a la actividad terapéutica de la

dinamizacion 12 CH de L. edodes.

Referente al crecimiento tumoral, y como ya se mostréo en los resultados, los
volumenes alcanzados por el Control negativo fueron mayores en comparacion
con los otros grupos experimentales, debido a que el tratamiento administrado fue
Gnicamente alcohol homeopatico (Grafico 6). Para reforzar tal efecto, las
investigaciones del Dr. Roberto Mendiola Quezada de 1998 afirman que el alcohol
homeopatico no causa ningun efecto terapéutico, siendo éste inerte e incapaz de
dar sintomatologia alguna durante la experimentacion pura ni al momento de la
utilizacién terapéutica, sirviendo Unicamente como auxiliar en la preparacion de los
medicamentos homeopaticos (Mendiola,1996), lo cual es consistente con lo
observado en este estudio, ya que el crecimiento tumoral que inicialmente tuvo un
incremento paulatino iniciando el dia 12 post-inoculacién, alcanzé su meseta para

el dia 22 y se mantuvo hasta el dia 31 en que se decidio terminar el estudio.

Si bien el modelo experimental utilizado, Unicamente contempla la medicién
superficial del tumor en base al calculo del diametro menor y mayor del mismo
mediante la formula ((0.4) ab?) (Garcia-Hernandez, 2002), es interesante observar
que el melanoma, al ser un tumor que crece tanto radial como verticalmente,
muestra sus verdaderos efectos al realizarse el analisis histopatologico, donde se
observa la profundidad y extension de la lesion. Al respecto, los resultados de la
microscopia oOptica sugieren que en realidad los tumores del grupo control
negativo continuaron su crecimiento, aun cuando este no fue percibido
superficialmente, cambiando su trayectoria y profundizandose para incluso llegar a
infiltrar muUsculo esquelético obteniendo el diagndstico clinico mas grave con un

Clark nivel V 'y un Breslow de 0.7mm (Tabla 11).

Esta comparacion arroja una nueva perspectiva de la funcionalidad de la
dinamizacién 6CH de L. edodes en comparacion con el grupo control negativo, ya
gue en la medicion de volimenes tumorales se observd una conducta similar en
ambos grupos; sin embargo, los cortes histoldgicos revelaron un mayor espesor y
profundidad del dafio y crecimiento tumoral en el grupo tratado con alcohol
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homeopatico, a diferencia de la 6CH, que aunque no detuvo el desarrollo de

melanoma, manifestd6 menor dafio.

Al respecto, se observé que el grupo 6CH de L. edodes alcanzé volumenes muy
parecidos al control negativo e incluso superd su volumen tumoral entre los dias
20 y 28 de experimentacion (obteniendo para el dia 20 una SD = 6.5 y para el dia
28 una SD * 6.4). El analisis histopatolégico confirma el crecimiento acelerado ya
que el grupo 6CH mostré necrosis tumoral hasta en un 45% debido a la
proliferacion subita de células, lo que causo falta de irrigacidén y consecuentemente
necrosis. Atribuimos este efecto a que la dinamizacion 6CH de L. edodes soélo
desperto la accion primaria del medicamento, recordando que en el paragrafo § 63
del Organon del Arte de Curar escrito por el Dr. Samuel Hahnemann, menciona
que todo agente que obra sobre la vida y produce cierta alteracion en la salud por
un tiempo determinado, recibe el nombre de accion primaria. A este estimulo, la
fuerza vital intenta oponer su propia energia, esta reaccién de resistencia, genera

de nuevo la condicion de salud o accion secundaria (Hahnemann, 1921).

Creemos que la dinamizaciéon 6CH no fue suficiente para estimular la accién
curativa de la fuerza vital de los ratones como para generar en ellos las
condiciones necesarias de equilibrio. Tal pareciera que se manifestara en este
grupo murino una agravacion medicamentosa que de acuerdo al organon escrito
por el maestro Samuel Hahnemann comentado por el Dr. Flores Toledo en el afio
1997 haciendo referencia a los paragrafos 156, 157, 158 y 246, corresponde a
todo aquello que puede surgir a la administracion de un remedio bien indicado,
especialmente con el uso de las preparaciones centesimales, refiriéndose a un
empeoramiento de los signos y sintomas que se experimentan al momento. Esto
nos recuerda la légica de la Homeopatia donde se muestra que lo que a grandes
dosis produce una sustancia, esta misma lo curara a pequefnas dosis (Flores,
1997).

Si al grupo 6CH lo comparamos con el grupo control positivo, obtenemos una
actividad medicamentosa completamente diferente. Mientras que la tintura mostré

un crecimiento tumoral uniforme del melanoma, las variaciones que se observaron
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en el grupo 6CH fueron completamente distintas y, aunque mostraron los mismos
volimenes tumorales y sus diferencias estadisticas no fueron significativas,
clinicamente el grupo 6CH se manifest6 mas reactivo e inquieto, ademéas de
presentar crecimientos tumorales acelerados, mismos que solian disminuir de un
dia para otro y volver a crecer en la misma o mayor dimension, los mismos que

anteriormente se relacionaron con la necrosis tumoral.

Los resultados obtenidos al final de este experimento sugieren que la propuesta
terapéutica de mayor efectividad para el tratamiento de ratones C57BL/6 con
melanoma fue la correspondiente a la dinamizacion 12 CH de L. edodes, la cual
arrojo resultados significativos en comparacién con los grupos experimentales
restantes. El éxito alcanzado por esta dinamizacidén se sugiere como resultado de
la subsecuente estimulacion de la accién curativa de la fuerza vital, en respuesta
al estimulo energético ejercido por esta potencia, manifestando la accién

secundaria del medicamento.

Es importante mencionar que la eleccion de las dinamizaciones 6CH y 12 CH, se
debieron a que en base a las investigaciones realizadas por Mendiola Quezada
en 1988 y considerando las dosis infinitesimales como uno de los postulados
basicos de la medicina homeopatica, sirvieron para realizar una comparativa de la
funcionalidad, en este caso, de dinamizaciones en las que aun se considera hay

materia y una 12CH en la que segun el autor, ya no la hay.

En matematicas lo infinitesimal se entiende como una cantidad infinitamente
pequefia, solo concebible, precisamente, por los métodos matematicos, o bien una
parte muy pequefia de algo; es decir, una cantidad variable tan diminuta que
tiende a cero, y aun algo tan sumamente pequefio que no puede ser pesado o
medido por los medios usuales conocidos. Segun la fisicoquimica este limite se
sobrepasa cuando se alcanza el niumero de Avogadro que marca el limite de
divisibilidad molecular de la materia, diciendo que en nuestras diluciones ya no
hay mas que el vehiculo solvente, pues la molécula de la sustancia

medicamentosa habra desaparecido ocurriendo lo anterior cuando alcancemos la
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desconcentracién equivalente a 1/10%, es decir la dinamizacién 23 X (decimal)

que equivale a una 12CH (Centecimal Hahnemanniana).

Estadisticamente la accion antitumoral de los grupos que resultaron significativos
fueron L. edodes 12CH en comparacion con el grupo control negativo y L. edodes
12CH comparado con L. edodes 6CH. Para los objetivos de este estudio, los

valores de “p” obtenidos son congruentes con nuestras aseveraciones (Tabla 7).

Si bien el objetivo de este trabajo no fue medir la velocidad de crecimiento tumoral,
se observo un crecimiento tumoral mas lento en el grupo tratado con la 12 CH de
L. edodes, que quizdas fue debido a que en su composicion, no existiendo
moléculas como en el caso de la 6CH, actu6 de una manera mas profunda y

dindmica sobre el organismo de los ratones evitando el desarrollo tumoral.

Segun los articulos cientificos consultados, el mecanismo de accion por el cual L.
edodes ejerce su efecto antitumoral, descartando que el lentiniano tenga actividad
citotdéxica directa sobre la multiplicacion celular, su efecto antitumoral es por
potenciacion de los mecanismos de defensa del huésped. En modelos in vitro se
demuestra el aumento de linfocitos T citotoxicos inducido por liberacién de
Interleucina 2 (IL-2) cuando se administra lentiniano. El tratamiento de ratones
trasplantados con tumores singénicos permitié examinar la citotoxicidad por medio
de las células NK (Natural Killer) y se comprob6 que la capacidad litica de éstas
también aumenta. Podemos decir que la potenciacién de los mecanismos de
defensa por suministro de lentiniano implica la induccién y generacion de linfocitos

citotoxicos, macrofagos y actividad NK (Suzuki, 1994).

Sreenivasulu y cols. en el 2011 realizaron un estudio donde observaron que el
lentiniano inhibe la actividad de la telomerasa al modular la expresion de hTERT
(transcriptasa reversa de la telomerasa humana) a través de la supresion del
proto-oncogen C-myc, lo que resulta congruente con el hallazgo de Gu en el 2005
donde observaron la formacién de cuerpos pro-apoptéticos en células de
carcinoma murino de piel (CH72) sometido a tratamiento con L. edodes, por lo

cual intuyeron que el mecanismo por medio del cual L. edodes disminuyd la
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viabilidad de las células antes mencionadas fue debido al mecanismo de apoptosis

(Sreenivasulu et al, 2011).

Aun falta mucho trabajo por hacer, sin embargo este estudio demuestra una vez
mas la funcionalidad de los medicamentos homeopaticos en modelos in vivo,
dando nociones de los posibles mecanismos mediante los cuales la Terapéutica
homeopatica ejerce su funcidn. Al respecto se propone el siguiente esquema de
accion terapéutica para la dinamizacion 12CH de L. edodes en este modelo
murino de melanoma, cuya comprobacién requerird nuevas investigaciones en

conjunto con otra vision acerca del abordaje cientifico de la Homeopatia.

Esquema de accidn terapéutica para la dinamizacion 12CH de L. edodes en

un modelo murino de melanoma

Lentinula edodes 12 CH
N

| |
* N\

Estimula linfocitos T
citotoxicos

Actividad litica de las
células NK

Macroéfagos citotoxicos, posen
receptores CD11b/CD18, que
detectan al lentiniano yaquees [[¢

un Beta-1-3-D lucano.

Suprime C-Myc en células
cancerosas

Disminuye la expresion hTERT

Inhibe la telomerasa /

Induce apoptosis en células
tumorales, ya que inhibe su
capacidad de replicacion ilimitada
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CONCLUSION

L. edodes a una dinamizacion homeopatica correspondiente a la 12 CH
tuvo el mejor efecto antitumoral en comparacion con los 3 grupos

experimentales restantes.

Los resultados obtenidos por el grupo de la 6CH de L. edodes, obedecen a

una agravacion medicamentosa, corroborada por el estudio histopatolégico.

El alcohol homeopatico (control negativo) no posee por si solo un efecto
terapéutico, demostrado por el melanoma desarrollado en este grupo, el
cual se profundiz6 hasta llegar a musculo esquelético, alcanzando el nivel

clinico mas grave de un Clark V.

Si bien el L. edodes por el momento no esta considerado como un
medicamento homeopatico, al ser procesado y dinamizado de una manera
homeopatica, potencié sus propiedades antitumorales, demostrando que la
homeopatia puede llegar a ser una terapia coadyuvante en el tratamiento

del cancer.

Respaldandonos en los resultados histopatolégicos de los ratones machos
C57BL/6 y tomando como base el efecto terapéutico a dosis infinitesimales,
aunado a los reportes previos del hongo, podemos sugerir que L. edodes a
una dinamizacion homeopética 12CH, disminuye significativamente el
volumen tumoral de melanoma murino e incluso inhibe su crecimiento

induciendo su regresion
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PERSPECTIVAS

Para ampliar los resultados obtenidos en esta investigacién y corroborar
alguno de los mecanismos de accién de L. edodes 12 CH, sera necesario

realizar otros estudios de gendémica y protedmica.

Se sugiere repetir el estudio con una muestra > 5 por grupo a fin de ampliar la
validez estadistica del estudio y probar la accidon terapéutica de otras
dinamizaciones del medicamento homeopatico a base del hongo L. edodes
entre ellas 30CH y 200 CH.
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ANEXOS

Anexo 1
Reactivos

Para la propagacion de la linea celular lo primero que se realizo fue la preparacion
de medios y soluciones para lo anterior fue necesario lo siguiente:

1.- Medio DMEM al 5% de suero
2.- Medio DMEM al 20% de suero
3.- Tripsina a 0.05% con EDTA
4.- Glutamina 200 mM
5.- Solucion de antibidticos (Penicilina y Estreptomicina)
6.- Suero bovino fetal (Fetal BovineSerum Gold 500ml marca PAA)
7.- PBS pH 7.4 1X
8.-Azulm tripano
Medio DMEM al 5%:

e 1 botella de 500 ml de medio Advanced DMEM al 1X marca GIBCO
invitrogen.

e 25 ml de suero bovino fetal.

e 10 ml de la solucion de antibidticos (Penicilina y estreptomicina).

e 5 ml de L-glutamina marca GIBCO invitrogen al 200 mM.

Tripsina a 0.05% con EDTA:
e Trypsin al 0.05% con EDTA al 1% marca GIBCO invitrogen.
L- Glutamina:

e Se pesan 5.84 g de glutamina se aforan a 200ml de agua destilada y se
filtra lo que se obtiene es una concentracién de 200mM.

Solucién de antibiéticos:

e Se preparan 0.627 g de penicilinay 1 g de estreptomicina. Esto se coloca
en 50 ml de agua destilada, se agita por un rato hasta que se disuelva bien,
se afora a 100ml, una vez hecha la solucion se filtra y se alicuota en
cantidades de 10 ml y se guarda en congelacion.
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Para la inactivacion del suero bovino fetal:

e La botella de suero bovino fetal se descongela pasando el envase 24 horas
de su inactivacién al refrigerador, ya que se haya descongelado casi
completamente se deja a temperatura ambiente hasta su descongelamiento
total, posteriormente se colocara a bafio maria a 56° C (prendido
previamente) y se deja por media hora agitando ocasionalmente; se
alicuota en tubos falcon de 50 ml estériles, una vez que se tienen las
alicuotas se vuelven a congelar a -20° C y cuando fue requerido se
descongelo a 37° C o temperatura ambiente.

PBS pH 7.4 1X:
e Para 1000ml se necesito:
o NaCl-8¢g
o KCI-0.2gr

o NayHPO,-1.44g
o KH; PO4-0.24¢g
e Agregar agua dd-800ml
e Ajustar pH 7.4 C/ HCL
e Aforarallitro
e Alicuotar
e Esterilizar

Azul tripano:

e Trypan Blue Satain 0.4% filtrado y preparado con
o Solucion salina al 0.85% marca GIBCO numero de catalogo 15250-
061.
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Anexo 2

NORMA Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, Especificaciones técnicas
para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

Al margen un sello con el Escudo Nacional, que dice: Estados Unidos Mexicanos.-
Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion.

NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-062-Z00-1999, ESPECIFICACIONES
TECNICAS PARA LA PRODUCCION, CUIDADO Y USO DE LOS ANIMALES DE
LABORATORIO. LILIA ISABEL OCHOA MUNOZ, Coordinadora General Juridica
de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca Yy
Alimentacion, con fundamento en los articulos 35 fraccion IV de la Ley Organica
de la Administracién Publica Federal; articulos 4o. fraccion Ill, 12 fraccion XIV, 17
y 18 fraccién VI de la Ley Federal de Sanidad Animal; 38 fraccion I, 40, 41, 43y
47 fraccidon IV de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion; 15 fracciones
XXXy XXXI del Reglamento Interior de esta dependencia, y

CONSIDERANDO

Que es atribucion de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacion formular, aplicar y, en el &mbito de su competencia, expedir
las disposiciones y medidas zoosanitarias necesarias para verificar y certificar el
cumplimiento de las mismas. Que es funcién de la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion, fomentar la produccion,
cuidado y uso de los animales de laboratorio mediante la aplicacion de técnicas
tendientes a garantizar la produccion, proteger la salud y favorecer el buen uso de
los animales de laboratorio. Que en la actualidad, la falta de planeacion en la
produccion de animales de laboratorio, la carencia de criterios uniformes
relacionados con las actividades encaminadas al cuidado, manejo y utilizacion de
animales con fines de investigacion cientifica, desarrollo tecnolégico e innovacion,
pruebas de laboratorio y ensefianza, han provocado que el cuidado, el trato y la
aplicacion de técnicas experimentales practicadas en estos animales, sea ejercida
en forma inadecuada, representando graves dafios en el bienestar de los mismos.

Que para lograr resultados confiables en la investigacion cientifica, la docencia
biomédica y el control de calidad, asi como utilizar el menor numero de animales
posible, es necesario contar con animales de laboratorio en condiciones Optimas.
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Que cuando se utilizan para fines experimentales procedimientos cuestionables,
inaceptables o contrarios a los principios de ética, éstos pueden causar graves
dafios en el bienestar de los animales.

Que el trato y la atencion inadecuada relacionada con las maniobras para la
movilizacion de los animales de laboratorio, contribuye a elevar los factores de
estrés que los hacen susceptibles a contraer enfermedades.

Que en virtud de lo anterior y como consecuencia del proceso de globalizacién en
el que México se encuentra inmerso, es necesario establecer criterios uniformes
que permitan regular eficientemente la operacion de las actividades relacionadas
con la produccién, cuidado, manejo y uso de los animales de laboratorio, a fin de
favorecer el bienestar de éstos, protegiendo al mismo tiempo su salud.

Que para alcanzar los objetivos sefialados en los péarrafos anteriores, con fecha 6
de diciembre de 1999, se public6 en el Diario Oficial de la Federacion, el Proyecto
de Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0- 1999, Especificaciones técnicas para
la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio, iniciando con ello el
tramite a que se refiere la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion; razon
por la cual, con fecha 18 de junio de 2001, se publicaron las respuestas a los
comentarios recibidos con relacion a dicho proyecto.

Que en virtud del resultado del procedimiento legal antes indicado, se modificaron
los diversos puntos que resultaron procedentes y por lo cual, se expide la presente
Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0O- 1999, Especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

9.5.3.1.1. Los métodos fisicos de eutanasia que se incluyen son: dislocacién
cervical, decapitacion, perno cautivo penetrante y electrocucion y se pueden
aplicar en las siguientes circunstancias: en animales pequefios de facil manejo y
con caracteristicas anatdmicas compatibles con el método seleccionado, en
animales grandes de granja, zooldgico o silvestres y cuando otros métodos
puedan invalidar los resultados experimentales o interferir con el uso posterior de
tejidos o fluidos corporales.
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