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Resumen

Con la finalidad de ampliar los estudios preclinicos de la formulacion Cytoreg®
(Laboratorio Cytorex Internacional Inc., Maracaibo, estado Zulia, Venezuela) como
terapia antineopldasica alternativa, en el presente trabajo se evalué la efectividad de esta
formulacion sobre el melanoma provocado por células de la linea B16F1 cultivadas in vivo
en ratones hembras C57BL/6//BIO. En la experiencia se usaron 30 ratones hembras,
distribuidos de la siguiente manera: grupo control enfermo (10 ratones), grupo enfermo
con tratamiento de prueba Cytoreg® (10 ratones), grupo enfermo con el tratamiento
convencional interferén o-2b (5 ratones) y grupo control sano (5 ratones); todos los
ratones fueron inoculados con las células de melanoma B16F1, excepto el grupo control
sano. Se evalué el consumo de agua y de alimento diario, el peso corporal y el
desarrollo del tumor. Se determinaron los parametros hematoldgicos: leucocitos,
hematocrito y cuenta diferencial. Se observé que la formulacion Cytoreg® estimuld el
aumento de la concentracion de leucocitos, no alter6é los porcentajes del hematocrito e
incrementd el porcentaje de neutréfilos, monocitos, baséfilos y eosindfilos. El tamafio
alcanzado por el tumor en los ratones tratados con la formulacién Cytoreg® fue similar al
de los ratones tratados con el tratamiento convencional.

Palabras clave: cancer, Cytoreg®, raton C57BL/6//BIOU, melanoma.
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Summary

Test of effectiveness in vivo of the formulation Cytoreg® against melanoma
B16F1 in female mice C57BL/6//BIOU.

With the purpose of extending the pre - clinics studies of the Cytoreg® formulation
(Cytorex Internacional Laboratory Inc., Maracaibo, stated Zulia, Venezuelan) as
antineoplasic therapy alternative. In the present assay was evaluated the efficiency of
this formulation on the melanoma provoked by cells of the B16F1 line, maintained in
mice females C57BL/6//BIOU. In the experience were used 30 mice females, distributed
of the following way: sick control (10 mice), group sick with treatment of Cytoreg® (10
mice), sick group with the conventional treatment with interferon a-2b (5 mice) and
group healthy control (5 mice); all the experimental mice were inoculated with of
melanoma cells B16F1, except the group healthy control. There was evaluated the
consumption of water and of food daily, the weight body and the development of the
tumor. The hematologic parameters evaluated were white leukocytes, hematocrit and
differential account. The results demonstrate that the formulation Cytoreg® stimulated
the increase of the concentration of leukocytes, did not alter the percentages of the
hematocrit, and increased of the neutrophils and eosinophils percentages. The size
tumor’s in the mice treated with Cytoreg® formulations was similar to that of the
conventional treatment mice.

Key words: Cancer, Cytoreg®, mouse C57BL/6//BIOU, melanoma.
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Introduccion

Cytoreg® es una formulacidn quimica desarrollada por el laboratorio Cytorex
International Inc. del estado Zulia, Venezuela, con la finalidad de ser usada como una
quimioterapia alternativa contra células cancerigenas. La incorporacion en el mercado de
un nuevo medicamento contempla varias etapas, una de ellas es el estudio preclinico con
la finalidad de evaluar la actividad bioldgica, la toxicidad, el efecto en la reproduccion, en
la progenie y las propiedades farmacocinéticas, entre otros. Estos estudios se realizan en
animales, tomando en cuenta los resultados de un analisis previo de las propiedades
fisico-quimicas y del comportamiento del compuesto de forma in vitro (1).

En estudios in vitro previos, el Cytoreg ® presenté un efecto dosis - crecimiento
dependiente del tiempo, ademas de un efecto inhibitorio en todas las células por la
inducciéon de apoptosis via CPP32, independiente de la sensibilidad hormonal de las
células. Los datos presentaron que no sélo podria la via CPP32 ser un objetivo potencial
para la regulacién de la apoptosis inducida por el Cytoreg®, sino que también podria
jugar un papel significativo en el régimen quimioterapéutico en muchos tumores humano
malignos (2). Dentro de los estudios realizados con la formulaciéon se encuentran la
aplicacion sobre lesiones en la piel ocasionadas por hongos (3), ademas de los estudios
preclinicos se han realizado: la determinacién de la Dosis Letal 50 (DL50), evaluacién de
la toxicidad aguda y cronica, los cuales se realizaron en hembras de la especie rata, de la
linea no consanguinea BIO:Wistar y, |la toxicidad cronica en conejas (4), ademas de la
farmacocinética.

Con el fin de ampliar los estudios preclinicos con el Cytoreg®, el objetivo en este trabajo
fue evaluar la efectividad de la formulacién sobre el melanoma provocado por células de
la linea B16F1 (5), cultivadas in vivo en ratones hembras C57BL/6//BIO (6), producidas

en el bioterio de la universidad de Los Andes, Mérida-Venezuela.
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Materiales y Métodos

Material biolégico. Se utilizaron 30 ratones hembras de la linea C57BL/6//BIOU, entre
8 y 10 semanas de edad, producidas y mantenidas en el Bioterio de la Universidad de Los
Andes (BIOULA), alimentados con ratarina comercial (Protinal), tratada con temperatura
de 120 °C por 1 minuto y suministrada a voluntad, al igual que el agua (esterilizada a
120 °C por 20 minutos). Los grupos de ratones fueron alojados en cajas T2 (26 x 21 x
24) cm, mantenidos a una temperatura de 21 + 4 °C, y 12 horas luz: 12 horas oscuridad.
Los ratones fueron distribuidos como se muestra en la Tabla 1.

Se usaron 10 ratones para probar la efectividad de la formulacién, grupo identificado
como D1C, este numero se seleccioné debido a la necesidad de contar con un nimero
significativo estadisticamente para garantizar que los efectos que se observaran,
pudiesen ser atribuidos a la administracién de la formulacién, ya que la formulacién en
prueba es un producto de primera generacién, que se encuentra en evaluacion con la
intencion de ser llevado al consumo humano. Se usaron 10 ratones con el tumor, grupo
identificado como Control Enfermo, con la finalidad de contar con un ndmero similar al
grupo D1C. Los grupos de ratones usados para la administracion de la terapia
convencional: Interferon a-2b (INT A), y el grupo control sano, fue de 5 ratones cada
uno, no se uso la misma cantidad de ratones que los otros grupos involucrados en la
experiencia debido a que una terapia convencional que ya es aplicada en el tratamiento
del melanoma a los humanos, debe haber sido lo suficientemente validada; con respecto
a los ratones sanos, por su propia condicién de salud, no se considerd el uso de un
numero grande de ratones, ya que estos serian centinelas del ambiente para comprobar
la no existencia de factores ajenos a la experiencia.

Obtencion de las células de melanoma B16F1. Las células de melanoma murino
B16F1 fueron donadas por el Dr. Juan Luis Concepcion, del Laboratorio de Enzimologia de
Parasitos de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Los Andes - Mérida. Estas se
extrajeron de un tumor proveniente de un ratdon C57BL/6 macho. Luego de retirar la

capsula del tumor, se succionaron las células mediante una jeringa, y se colocaron en
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PBS glucosilado al 0,9 % (pH 7,4). Posteriormente se llevd a cabo una disociacion

mecdanica de las células extraidas en una capsula de petri para eliminar cualquier resto de
tejido, usando jeringas de calibre decreciente, de forma continua. Se procedid
posteriormente a realizar el contaje de las células a inocular, en un volumen de 1 a 1 en
PBS glucosilado al 0,9 % (pH 7,4). El contaje de células se realizd6 en la camara de
Neubauer.

Inoculacién de las células cancerigenas. La inoculacién de las células se realizd via
intramuscular en el muslo posterior izquierdo, en un volumen menor a 0,1 mL contentivo
de 5 x 10° células del melanoma murino, en 25 ratones hembras seleccionadas
aleatoriamente de las 30 previstas a ser usadas en el estudio, esta via facilitd la
replicacion eficaz, facil seguimiento y medicion del crecimiento del tumor, el cual fue
evaluado durante 10 dias post-inoculacion para posteriormente iniciar los tratamientos.
Pruebas de efectividad del Cytoreg®. A los 10 dias post-inoculacion de las células de
melanoma, se procedid a la administracién de los tratamientos: por via oral (intragdastrica
involuntaria) en una dosis diaria de 0,49 mL/Kg de peso (7) de la formulaciéon Cytoreg®,
a un grupo de 10 ratones; a la vez, se comenzéd a administrar el tratamiento
convencional, INT A, éste se administr6 mediante inyeccién via intraperitoneal, tres
veces a la semana en una dosis de 66 UI/Kg disuelto en PBS pH 7,4 (8), a un grupo de 5
ratones. A 10 de los ratones restantes inoculados, no se les aplico ninguno de los
tratamientos, este ultimo fue el grupo control enfermo (CE). Para estudiar la efectividad
de la formulacion se siguio el crecimiento del melanoma, para lo que se midid el diametro
del tumor utilizando un vernier cuyas medidas fueron registradas en centimetros, esta
medida se realizé6 dos veces por semana, durante 2 semanas. Los tratamientos fueron
administrados durante 15 dias.

Monitoreo del estado fisiologico del animal. Se evallo el consumo de agua y de
alimento diariamente, a todos los animales del estudio, durante el periodo de
tratamiento. Se pesaron los animales, usando una balanza SF-400 (capacity

5000gx1g/2000z X 0,102), al inicio, durante y al finalizar el tratamiento, y se efectuaron
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pruebas hematoldgicas, para lo que se tomaron muestras de sangre de la vena de la cola

(9), al inicio del tratamiento y al finalizar el tratamiento. Las pruebas hematoldgicas
realizadas fueron: hematocrito, leucocitos y cuenta diferencial (neutréfilos, linfocitos,
eosinodfilos, monocitos y basofilos). En la valoracion del hematocrito, la sangre se
centrifugd en un micro-hematocrito Modelo CriptSpin. Para realizar el contaje de
glébulos blancos, se usé la cdmara de Neubauer, diluyendo la muestra en solucion de
Turk y para el contaje diferencial se realizd un frotis que se coloreé con Giemsa 10%
(10). El total de sangre usada para las pruebas fue de 3 gotas, aproximadamente 0,3
mL, se realizaron también toma de muestras a los ratones sanos, en el mismo periodo de
tiempo.

Pruebas estadisticas.

Como lo que se pretendia determinar era si la formulacion en prueba afectaba el
crecimiento del tumor, el diseno experimental se realizd proponiendo 3 grupos
experimentales que permitieron comparar el desarrollo del tumor: bajo la influencia de
un tratamiento convencional (INT A), uno sin tratamiento (CE) y el otro con el
tratamiento en prueba. Los datos se procesaron usando la prueba de Kolmogorov-
Smirnov como prueba de ajuste para revisar la distribuciéon de los datos, se realizd el
analisis estadistico ANOVA, considerandose estadisticamente significativo para un
p<0.05, y posteriormente se utilizd la prueba de T para dos muestras independientes
(Two Sample T test), para realizar la comparacion de los datos entre tratamientos.

Para el analisis estadistico se compararon los resultados del crecimiento del tumor entre
los ratones a los cuales se les dio tratamiento (D1C e INT A) y el control enfermo (CE).

A pesar de que el objetivo del trabajo fue el de evaluar la efectividad de la formulacion
Cytoreg® y con el analisis estadistico anterior se podia cumplir el objetivo, se evaluaron
ademas algunos parametros fisioldgicos, tales como: consumo de agua, consumo de
alimento, peso corporal y parametros hematoldgicos. Las pruebas para el analisis
estadistico de estos resultados fueron las mismas que las usadas en el analisis anterior:
Kolmogorov-Smirnov como prueba de ajuste para revisar la distribucién de los datos,
ANOVA (one way AOV) y la prueba de T para dos muestras independientes (Two Sample
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T test); a excepcion del andlisis del peso corporal, en todos los demas se consideraron

los resultados de los cuatro grupos del estudio: CE (control enfermo), D1C (tratados con
la formulacién de prueba), CS (control sano) e INT A (con tratamiento convencional), se
consideraron valores estadisticamente significativos para un p<0,05. Todas las pruebas
estadisticas se realizaron usando el software estadistico Statistix7.0 (11); este trabajo

fue aprobado por el Comité de Etica del Bioterio de la Universidad de Los Andes

Resultados

El consumo de agua y de alimento, de los animales que recibieron los tratamientos y los
controles fue fluctuante durante los 15 dias de registro. Con respecto al consumo de
agua, los ratones del grupo D1C, consumieron un promedio de 2,4 mL/diarios/raton, los
ratones de los grupos CE e INT A, de 2,9 mL/diarios/ratén, en contraste con el grupo CS
gue tuvo un promedio de 3,8 mL/diarios/ratéon. En relacién al consumo del alimento, el
consumo medio diario por ratén durante los 15 dias fue de 3,1 g para el DICy de 3,3 g
para los ratones sometidos al tratamiento con INT A. Se observé que los ratones
enfermos sin ningun tratamiento (CE) tuvieron el menor consumo medio de alimento, el
cual fue de 2,0 g /diario, y el consumo medio del grupo sano control fue de 2,7 g.

Los resultados obtenidos en la prueba estadistica Kolmogorov-Smirnov conllevd a
rechazar la Hipdtesis nula, Ho: la muestra no presenta una distribucién normal, para
ambos parametros fisioldgicos; al realizar la prueba ANOVA, se obtuvieron diferencias
estadisticas significativas para el consumo de agua y de para el consumo de alimento,
con un p<0,05 respectivamente, conllevando a aceptar la Ho: el consumo de agua no es
igual entre los grupos involucrados en el estudio, y, Ho: el consumo de alimento no es
igual entre los grupos involucrados en el estudio. Los resultados de p de las prueba T de
comparacion de dos muestras son presentados en la Tabla 2.

Comportamiento del peso corporal. Antes de inocular las células del melanoma a los
grupos en prueba, el peso de los animales se encontrd entre 17,9 y 23,9 g. Al final de la

experiencia el peso de los ratones enfermos, sin tratamiento (CE) y los tratados (D1C e
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INT A), se encontraron entre 27 g y 29 g respectivamente, para algunos de estos

ratones por principios éticos en el uso de los animales de laboratorio del Bioterio, se le
aplico el “punto final”, la eutanasia se aplicé, a tres ratones del grupo enfermo control y
2 ratones del grupo tratados con INT A, para estos ultimos, el exceso de peso fue de 7 g,
correspondiendo probablemente, al peso del tumor. Ninguno de los ratones de estos dos
grupos, presentaron una conducta normal dentro de la caja. El peso medio del grupo de
ratones control sano fue de 23 g, y al igual que los ratones tratados con la formulacion
en prueba, ambos presentaron una conducta normal dentro de la caja. Los resultados de
la evaluacién de la prueba estadistica Kolmogorov-Smirnov, de los datos obtenidos de
peso versus tiempo, de los grupos D1C, INT A y CE conllevd a rechazar la Hipétesis nula,
Ho: la muestra no presentan una distribucion normal (p>0,05); al realizar la prueba
ANOVA, peso versus tratamiento, se obtuvieron diferencias estadisticas significativas, en
el analisis de la comparacién de los grupos mediante la prueba T se obtuvo, entre CE vs.
D1C y CE vs. INT A, un p<0,05 y para D1C vs INT A se encontré que no existen
diferencias estadisticamente significativas. Los resultados conllevan a aprobar la hipotesis

nula, Ho: el peso corporal del grupo D1C no es diferente al presentado por el grupo INT

A.

Comportamiento del tamafo del tumor del melanoma. Se pudo observar con
respecto al crecimiento del tumor, en todos los ratones inoculados con las células del
melanoma, que éste tuvo un crecimiento continuo en todos los grupos. Al analizar los
datos (tamafio vs tiempo) mediante la prueba Kolmogorov - Smirnov se encontré que no
existian diferencias estadisticamente significativas, por lo que se rechaza la hipotesis
nula, Ho: la muestra no presentan una distribucion normal, indicando la existencia de
una distribucion normal de los datos, por lo que estos se analizaron mediante un Analisis
de Varianza de una sola via (one way AOV). Para los resultados encontrados en la
comparacion de los grupos mediante la prueba T, se encontré para CE vs D1C y CE vs
INT A, diferencias estadisticas significativas y para INT A vs D1C, no significativas, p >
0,05.
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Parametros hematolégicos. En la Tabla 3, se pueden observar los promedios de los
valores hallados para los parametros hematoldgicos: leucocitos y hematocrito evaluados,
antes de la administracion de los tratamientos y a los 15 dias post tratamiento. En el
analisis estadistico se encontraron diferencias significativas.

En la Tabla 4, se pueden observar los promedios de los valores hallados para la cuenta
diferencial de las células: neutroéfilos, linfocitos, eosindfilos, basofilos y monocitos, antes
de la administracién de los tratamientos y a los 15 dias post tratamiento.

El analisis estadistico mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov, presentd para todos
los parametros evaluados valores de p>0,05, indicando una distribucién normal en
relacién al tiempo: inicial (to) y final (tis diss). En el ANOVA realizado, datos versus
tratamiento, no se encontraron diferencias significativas a excepcion de los grupos D1C y
CE para los parametros basoéfilos y monocitos, y el grupo CE para el porcentaje de
neutréfilos, para un p>0,05, y al comparar los grupos de tratamientos mediante la
prueba T al tiempo final, se encontraron diferencias estadisticas entre los grupos: D1C vs
EC para los parametros globulos blancos (p=0,0127%*) y neutroéfilos (p=0,0026*); D1C vs
CS para el parametro eosindfilos (p=0,0135*); D1C vs INT A para los parametros
neutrofilos (p=0,0108%*), linfocitos (p=0,0009*) y eosinodfilos (p=0,0040%*); CS vs EC
para neutroéfilos (p=0,0162%*); INT A vs CS para neutrofilos (p=0,0321%* ); linfocitos (p=

0,0009* ) y eosindfilos (p=0,0040*); INT A vs EC para globulos blancos (p= 0,0007%*).

Discusion

En este trabajo, se evalud el crecimiento del tumor melanoma junto con algunos
parametros fisioldgicos, con la finalidad de evaluar la efectividad de la formulacion
Cytoreg®, los resultados obtenidos permitieron determinar la eficiencia de ésta con
respecto al retardo del crecimiento del tumor y a la respuesta fisiolégica de los ratones

tratados durante 15 dias.
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La evaluacién de los parametros fisioldgicos en general, permite valorar el estado de

salud de los animales que son sometidos a distintas pruebas en los laboratorios, la
desviacion de los valores normales de tales parametros conducen a sospechar algin
efecto adverso de las pruebas. Segun Arencibia y col. (12), el consumo normal de agua
de los animales es del 10 % del peso vivo. El consumo de agua por parte de los ratones
del grupo control sano, fue de 3,8 mL, siendo mayor que lo propuesto por los autores
antes mencionados, ya que el peso corporal promedio observado fue de 23 g, en base a
este valor, no se observd que no se obtuvieron diferencias estadisticas significativas,
entre los ratones del grupo control sano (CS) y los grupos tratados, y se observo
diferencias estadisticamente significativas entre estos y el grupo enfermo control,
considerando que la patologia sin tratamiento afecta el consumo de agua,

Segun Hernandez (13), el consumo de alimento de los ratones es de 1,3 a 1,5 g por cada
10 g de peso corporal por dia. Para los ratones del grupo control sano, el promedio de
peso fue de 23 g, y el del consumo de alimento fue de 3,2 g/10 g de peso, observandose
relacion con lo propuesto por el autor. Este comportamiento no fue el observado por los
ratones del resto de los grupos (D1C, CE, INT A), durante los 15 dias del tratamiento, los
cuales presentaron diferencias significativas (p<0.05). El consumo de alimento de los
ratones con la patologia (CE, INT A y D1C), no presentd relacién entre el aumento del
peso y el consumo del alimento; de acuerdo a lo propuesto por el autor, estos
consumieron menor cantidad de alimento, el promedio del peso de los ratones con la
patologia fue de 26 g y el consumo de alimento promedio fue de 1,2 g de alimento,
considerandose por tanto, que la presencia del tumor afectd el consumo de alimento.

En cuanto al peso corporal, se observo diferencias significativas entre los grupos D1C, CE
INT A (p = 0,0000), lo que pudo estar relacionado con el tamafio del tumor, ya que al
comparar este pardmetro entre estos grupos. Sin embargo, no se observd diferencias
estadisticamente significativas entre el peso alcanzado por los ratones del grupo INT Ay
D1C, pero si entre estos dos y el grupo control enfermo. Las medidas del tumor durante
los 15 dias de tratamiento, en los ratones de los tres grupos en prueba mediante el
analisis estadistico ANOVA, no presentaron diferencias significativas entre los grupos de
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ratones tratados: INT A y D1C, con un p=0,3095, sin embargo, se observé diferencias

significativas entre los grupos tratados y el control enfermo. El tratamiento convencional
INT A, es una terapia basada en una citocina que se utiliza a menudo contra el
melanoma metastdsico en humanos (14), su efecto conjuntamente con otros
medicamentos antineopldsicos como la diosmina (15), en el melanoma metastasico
pulmonar (16, 17); en este estudio el tamafo medio del tumor en los animales tratados
con INT A, tuvo el mismo crecimiento que el de los animales tratados con la formulacién
Cytoreg®, mecanismos tales como: la induccion de la apoptosis de las células
cancerigenas (18), o la interferencia de las vias de sefalizacién del tumor causantes de
las metastasis del pulmén del melanoma B16F1 (19), pudiesen estar involucrados en el
efecto del Cytoreg®, sobre el desarrollo de tumor melanoma, sin embargo, deben
realizarse estudios especializados o mas profundos comprobar los mecanismos por los
cuales se retrasa el crecimiento del tumor con respecto a los Controles Enfermos, cuando
los animales son tratados con la formulacién.

En el analisis de los parametros hematoldégicos, se debe tener en cuenta que los
leucocitos, en patologias como el cancer o en el uso de ciertos medicamentos, el nimero
relativo y absoluto de los diferentes tipos a menudo reflejan el tipo, la duracidon y la
gravedad de la enfermedad. Una variedad de factores, incluyendo infecciones
bacterianas, cancer, estrés y quimioterapia, provocan el aumento o la disminuciéon del
numero de neutroéfilos, un tipo de leucocitos.

En la experiencia se encontrd que en el analisis estadistico (prueba T), para los valores
de los parametros hematoldgicos, antes de iniciar el tratamiento y después de 15 dias
de tratamiento, solamente los valores del porcentaje de basoéfilos y monocitos para los
ratones de los grupos CE y D1C, presentaron diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05), indicando que existen diferencias entre los valores antes y después del
tratamiento; igual comportamiento se observd para el porcentaje de neutrofilos pero en
el grupo D1C; el resto de los parametros evaluados no presentaron diferencias

estadisticas cuando se evaluaron los valores iniciales con respectos a los valores finales.
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En la bibliografia se reporta como normal que el porcentaje de linfocitos sea mayor que

el de neutrdéfilos en los ratones (20), este comportamiento pudo observarse para los
grupos involucrados en el estudio, a excepcidon del grupo D1C; a pesar de que la
concentracion de leucocitos, se encontré dentro del rango considerado normal para los
ratones.

La neutropenia (disminucién de los neutréfilos) es el efecto adverso hematoldgico mas
frecuente en pacientes con cancer; la formulacién Cytoreg®, desvia la relacién
linfocitos:neutrofilos considerada normal para ratones a neutroéfilos:linfocitos. De acuerdo
a la bibliografia, la formulacién actuaria como un inmunomodulador influenciando en la
diferenciacion de las células hematopoyéticas (21, 22).

De forma general, la monocitopenia es una condicion que afecta a los individuos cuando
son sometidos a la quimioterapia (23), los resultados obtenidos indican que los ratones
que se sometieron al consumo de la formulacién en prueba, presentaron una condicion
de monocitosis en lugar de una monocitopenia, lo que indica una recuperacién de una
neutropenia, caracteristica de las patologias oncoldgicas. Igualmente se pudo observar,
un aumento de los basofilos (basofilia), en los ratones que recibieron la formulacion,
ninguna de estas dos condiciones fueron observadas en los ratones sometidos al
tratamiento convencional INT A, quienes presentaron una condicién de monocitopenia y
de basofilia, ambas caracteristicas de la patologia sufrida (24), la cual estuvo presente en
los ratones del grupo control enfermo. Los ratones CE y los tratados con Cytoreg,
presentaron eosinofilia, este hallazgo caracteriza a las patologias inflamatorias (25, 26).
En los ratones del grupo control sano, los valores hematolégicos permanecieron sin
diferencias significativas a lo largo de la experiencia, este resultado se corrobord al no

observarse diferencias significativas para un p = 0,0918.
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Conclusiones

Se concluyéo que el Cytoreg ®, ejerce un efecto positivo en el aumento de la
concentracion de glébulos blancos y del porcentaje de neutrdfilos, eosindfilos, de
monocitos y de basdfilos y en la no alteracion del hematocrito, condicion ésta que deben
presentar los ratones cuando existe salud en los mismos, logrando superar ciertas
patologias. La formulacion Cytoreg® presentd lo que se pudiese considerar una
efectividad similar, en cuanto al desarrollo del tumor, a la presentada por la terapia
convencional INT A, la cual a pesar de que no detuvo el crecimiento del tumor en un
100%, este fue menor que el presentado por los ratones a los que no se les administré

tratamiento.
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Tabla 1. Distribucién del nimero de animales de cada uno de los grupos
experimentales.

Pag/41

G Grupos N° de animales N° de animales por
rupo : .
experimentales cajas T2
1 Control Enfermo 10
(CE)
2 Ratones tratados con 10 5

la formulacion
Cytoreg® (D1C)

3 Ratones tratados con 5

terapia convencional

Interferono- 2b (INT
A)

4 Control Sano (CS) 5

Tabla 2. Valor de p para la relacion del consumo de agua y de alimento
comparando tratamientos, mediante la prueba T de comparacion de dos

muestras.

D1C vs | D1C vs | D1C vs INT | INTAvs CE | INTAvsCS | CEvsCS

CE CS A
Consumo 0,1064 0,0000 * 0,0063 0,6346 0,0003* 0,0001%*
de agua
Consumo | 0,0198%* 0,3713 0,0596 0,0458%* 0,0758 0,0401%*
de
alimento

* Estadisticamente Significativo

Tabla 3. Promedio de los valores de leucocitos y hematocrito obtenidos en los
diferentes grupos de tratamientos y los controles antes y a los 15 dias de
tratamiento.

Grupo de leucocitos leucocitos Hematocrito Hematocrito
tratamiento (cel/mm?3) (cel/mm 3) (%) (%)
to tis to tis
CE 7,515+1166,3 6,2107+£1166,3 45,4+3,4 30,143,0
DiC 11,825+2715,2 14,14542715,2 50,1+2,8 39,844,6
INT A 12,670+12730 10,550+5770,2 47,5+4,8 35,612,2
Cs 13,500+13480 13,400+3955,0 56,0+3,7 55,3+2,0

CE: control enfermo. D1C: ratones tratados con la formulacion Cytoreg®. INT A: ratones
con tratamiento convencional. CS: control sano. (+ SD).
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Tabla 4. Promedio de los valores de la cuenta diferencial obtenidos en los
diferentes grupos de tratamiento y los controles antes (to) y a los 15 (ti5) dias

Neu: Neutrofilos, Lin: Linfocitos, Mon: Monocitos, Eos: Eosinoéfilos, Bas: Basofilos.

de tratamiento.

grupos CE D1C INT A cs
Neu (to) 36,8+0,2 30,0£2,1 29,4+0,8 21,1£0,3
Neu ( tis) 61,1+1,1 35,6+0,8 62,2+0,7 16,7+1,2
Lin (to) 63,5+1,2 79,6£0,8 68,2+1,5 78,6+2,2
Lin (tis) 58,3+1,1 58,3+1,7 54,4+2,1 74,6%1,6
Mon (to) 0,7%1,1 1,6%+0,9 0,4%1,4 0,4%1,3
Mon (tis) 2,3%1,1 0,5+0,6 0,6£0,8 0,4%0,9
Eos (to) 2,2+0,4 4,4%1,2 1,4+1,2 0,0£0,5
Eos (t1s) 4,3%0,3 5,0£2,1 2,6%1,1 0,4%0,2
Bas (to) 1,1+0,9 0,5%0,9 0,0£0,6 0,0£0,5
Bas (tis) 1,4%0,6 0,2+0,4 0,0£0,5 0,0£0,2
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