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RESUMEN

En la medicina tradicional mexicana las especies vegetales Solanum torvum,
Smilax aristolochiafolia, Plantago major, Anemopsis californica y Amphypterigyum
adstringens se utilizan empiricamente como agentes antitumorales, antimicrobianos y
antianémicos. Para el presente trabajo se obtuvieron los extractos de las plantas con
agua, metanol, cloroformo y hexano mediante calentamiento a temperatura de reflujo
durante 3 horas. Alicuotas de 0.1 ml de las diluciones de 0.4, 0.2, 0.1 y 0.05 g/mL de
I6s extractos se adicionaron a cultivos de células de médula 6sea y de bazo de
ratones macho de la cepa CD; de 8 a 12 semanas de edad. Los cultivos se
incubaron a 37°C durante 72 horas. El numero de células fue determinado en
hemocitémetro. Las dosis de 0.4, 0.2 y 0.05 g/mL del extracto acuoso de cada planta
y el extracto metandlico de S. aristolochiaefolia fueron administrados oralmente a
sendos grupos de 10 ratones (una dosis diaria durante tres dias consecutivos), se
utilizé un grupo control que recibi6 solucién salina fisiologica. Después de 48 horas
se contaron los eritrocitos, leucocitos, plaquetas y células nucleadas de la médula
6sea femoral. Simultaneamente, se estableci6 un modelo para la induccion
experimental de anemia aplastica en ratones mediante la inyeccion de benceno por
via subcutanea. Se emplearon ratones CD; de 8 a 12 semanas de edad distribuidos
en los grupos A1, B1, C1 y D1, A2, B2, C2 y D2 con 15 ratones cada uno. A los
grupos A1, B1y C1 se les inyectd benceno (2 mi/kg) diluido V/V)/ con aceite de maiz.

El benceno se administré6 diariamente de lunes a viernes (primer esquema de



induccion) hasta completar 10, 15 y 20 dosis, respectivamente. A los ratones de los
grupos A2, B2 y C2 se les inyecto el benceno tres dias alternados con dos de
descanso a la semana (segundo esquema de induccion) hasta llegar a las 10, 15y
20 dosis, respectiva-mente. Los grupos D1 y D2 fueron testigos y recibieron por la
misma via y calendario el aceite de maiz. Dos dias después de la ultima inoculacion,
los ratones se sangraron y sacrificaron y se les realizé una citometria hematica.

También se analizé la celularidad de la médula ésea y la histopatologia del bazo.

Todos los extractos acuosos estimularon la proliferacion de células de médula
Osea y del bazo incrementando la concentracion celular de 1.43 a 2.9 yde 1.6 a 8.6
veces, respectivamente (p<0.001). Los extractos metanélicos de P. mayor, S. torvum
y S. aristolochiaefolia presentaron actividad hematopoyética similar o igual a sus
correspondientes extractos acuosos. Los extractos metandlicos de A. californica y de
A. adstringens no estimularon la proliferacion de células de la médula dsea, sin
embargo presentaron la mayor actividad hematopoyética en cultivo de células de
bazo, incrementando 4.8 y 8.8 veces la cuenta de células, respectivamente. La
concentracion de 0.2 g/mL de los extractos cloroférmico y hexanico de S. torvum
incremento 3.0 y 4.0 veces la concentracidén de células de meédula 6sea, respectiva-
mente. En los ensayos in vivo sélo se observé incremento en el nimero leucocitos
con las dosis de 0.4, 0.2 y 0.05 g/mL de S. torvum y 0.2 g/mL de A. adstringens
(p<0.005). Por otra parte, 70% de los ratones tratados con 0.05 g/mL del extracto

acuoso de A. californica murieron antes de concluir el experimento, los ratones
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sobrevivientes presentaron incremento en el nimero de plaquetas (p<0.05) y
reduccién aguda en la cuenta de células nucleadas de la médula ésea (p<0.001).

En la induccion de anemia aplastica, los ratones C1 y C2 presentaron baja en
la concentracién de eritrocitos y hemoglobina. Las cuentas de leucocitos y de células
de la médula ésea disminuyeron 80% y 50% (C1) y 62% y 48% (C2), respectiva-

mente y sélo el grupo C2 presentd trombocitopenia severa.

Ambos esquemas de tratamiento con benceno causaron anemia aplastica. Sin
embargo, en los ratones tratados mediante el esquema uno, la anemia fue
enmascarada por la toxicidad del bazo (grupo 1B). El esquema 2 permitid la
sobrevivencia de los ratones y no produjo efectos secundarios que enmascaran el

cuadro de la AA inducida.
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SUMMARY

In Mexican traditional medical practice, the plant species Solanum torvum,
Smilax  aristolochiaefolia, Plantago  major, Anemopsis californica and
Amphypterigyum adstringens are empirically used as antitumoral, antimicrobial and
antianemic agents. We obtained water, methanol, chloroform and hexane extracts of
these plants by heating for 3 hours at reflux temperature. Dilutions of 0.4, 0.2, 0.1 and
0.05 g/mL were prepared and 0.1ml added to bone marrow and spleen cells of CD,
strain male mice aged 8 to 12 weeks. Cell cultures were incubated at 37°C for 72
hours, and cells were counted using an hemocytometer. Aqueous extracts of each
plant and methanolic extracts of S. aristolochiaefolia were administered orally at a
single daily dosage of 0.4, 0.2 or 0.05 g/mL to groups of 10 mice. A control group
received saline solution only. Forty eight hours after the last dose was administered,
erythrocytes, leukocytes, platelets and nucleated bone marrow cells (femoral) were

counted.

Simultaneously, an experimental model to induce aplastic anemia (AA) by
benzene injection was establiéhed in CDy mice aged 8 to 12 weeks. Groups of 15
mice each were subjected two different AA induction schemes: 1) First scheme: 2
mi/kg benzene diluted in corn oil (V/V) was administered subcutaneously daily from
Monday to Friday until a total of 10 (Group A1), 15 (Group B1) and 20 doses (Group
C1) were completed; 2) Second induction scheme: 2 mg/kg benzene were

administered by subcutaneous injection 3 days a week (Mo-Wed-Fri) until a total of
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10 (Group A2), 15 (Group B2) and 20 doses (Group C2) were completed. Control
groups (D1 and D2) received only corn oil using the route and schedule described for
induction schemes 1 and 2, respectively. Two days after the last benzene dose was
administered, the mice were bled and sacrificed. Blood cell counts, bone marrow

cellularity and spleen histopathology studies were performed.

All aqueous extracts stimulated bone marrow and spleen cell proliferation,
increasing cell concentrations from 1.43 to 2.9 and from 1.6 to 8.6 fold, respectively
(p<0.001). P. major, S. torvum and S. aristolochiaefolia methanol extracts showed
hematopoietic activitiy similar to that of their corresponding aqueous extracts. A.
californica and A. adstringens methanol extracts did not stimulate bone marrow cell
proliferation, but showed greater hematopoietic activity in spleen cells cultures,
increasing cell counts 4.8 and 8.8 fold, respectively. Chloroform and hexane extracts
of S. torvum (0.2 g/mL) increased the concentration of bone marrow cells 3.0 and 4.0

fold, respectively.

In vivo assays showed that only WBC counts increased with 0.4, 0.2 and 0.05
g/mL S. torvum and 0.2 g/mL. A. adstringens treatments (p<0.05). Moreover, 70% of
the mice treated with 0.05 g/mL A. californica aqueous extract died before the
experiment concluded, and surviving mice showed increased platelet counts (p<0.05)

and an acute decrease of nucleated bone marrow cell counts (p<0.001).
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In the AA-induction models, groups C1 and C2 showed lower erythrocyte and
hemogiobin concentrations. C1 mice showed 80% and 50% decreases of leukocyte
and bone marrow cell counts, respectively, while C2 mice showed 62% and 48%

decreases, respectively. Severe thrombocytopenia was observed in group C2.

Both benzene treatment schemes induced AA. However, spleen toxicity masked the
anemia in mice treated with scheme 1 (group 1B). Scheme 2 allowed mice survival,

and caused no side effects.
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INTRODUCCION

Origen de las células hematopoyéticas

La hematopoyesis es el proceso complejo y dindmico que da origen a las
células sanguineas a partir de la célula precursora iotipotencial llamada ceélula tailo
(stem). Debido a la vida media relativamente corta de las células sanguineas, este
sistema requiere de renovacion continua para mantener constante la concentracién

de las células y plaquetas de la sangre a lo largo de la vida del individuo (1).

En el hombre la hematopoyesis se inicia en las primeras semanas del
desarrollo embrionario, las células tallo se localizan inicialmente en sitios
mesodérmicos dentro del embrion (regién de la aorta dorsal y placa lateral del
mesénquima) y fuera del embrién (el saco vitelino), en éste, las células tallo se
diferencian en eritrocitos nucleados con hemoglobina embrionaria y colonias
primitivas de granulocitos-macréfagos. A partir del primer mes de gestacién y hasta
el noveno, las células tallo hematopoyéticas migran al higado fetal a través del
sistema vascular en deéarrollo; entre el segundo y el séptimo mes, la hematopoyesis
se desplaza al bazo en donde se amplifica la capacidad de expresién de la célula
tallo. En el bazo se encuentran por primera vez las células precursoras de todas las

estirpes de la sangre circulante (2).



Finalmente, las células tallo se establecen en la médula ésea, la cual se
mantiene como el érgano hematopoyético primario en la vida postnatal, principal-
mente en los huesos largos, esternén, costillas, cresta iliaca y vértebras (3). Con el
crecimiento del individuo la hematopoyesis en los huesos largos queda restringida a
las epifisis, ya que en el resto del hueso la médula 6sea hematopoyética (médula
roja) es substituida por tejido graso denominado médula amarilla, mientras que los

otros sitios se mantienen como productores activos de células hematopoyéticas (4).

La médula 6sea provee un estroma celular compuesto por células no hemato-
poyéticas; fibroblastos, endoteliales, osteoblastos y osteoclastos, células dendriticas,
adipocitos, etc, que junto con productos como las citocinas, factores de crecimiento,
colagena, fibronectina, trombospondina, homeonectina y moléculas de adhesién
constituyen el microambiente de la médula ésea que apoya la proliferaciéon y

diferenciacién de la célula tallo hematopoyética pluripotencial (5).

Morrison y colaboradores (6) sugieren que las células tallo pluripotenciales se
autorreplican en un microambiente primario para perpetuar su especie, después las
réplicas lo abandonan mediante la interaccion con células del estroma y moléculas
de adhesion y llegan a un segundo microambiente en donde maduran gradualmente,
pierden capacidad de autorreplicacion, pero adquieren receptores membranales que
les permiten responder a factores estimulantes de colonias y otras citocinas y se

diferencian en precursores linfoides y mieloides. En el ambiente primario se forma



una célula precursora linfoide conocida como Unidad Formadora de Colonias de
Linfocitos (UFC-L), que abandona la médula 6sea para establecerse en 6rganos
linfoides primarios (timo) y secundarios como el bazo, nddulos linfaticos, placas de

Peyer, etc, donde se producen los linfocitos T y B.

Las células tallo que al diferenciarse se mantienen en la médula ésea, forman
una estirpe denominada Unidad Formadora de Colonias de Granulocitos, Eritrocitos,
Monocitos y Megacariocitos (UFC-GEMMeg.), la cual mediante la interaccién con
factores estimulantes de colonias, interleucinas y poyetinas especificas, se diferencia
y madura para formar eritrocitos, neutréfilos, eosinéfilos, baséfilos, monocitos y

plaquetas (7,8).

Caracteristicas generales de la célula tallo hematopoyética

Se ha estimado que la concentracion de las células tallo hematopoyéticas en
condiciones estables (steady-state) es de una célula tallo por cada 10,000 células
nucleadas de la médula ésea, lo cual en los primeros afios de estudio dificultdé su

aislamiento e identificacion (9).

Esta célula de apariencia linfoide es indistinguible morfolégicamente de otras
células de la médula ésea (10), sin embargo, mediante ensayos in vivo se ha puesto
de manifiesto su existencia y multipotencialidad, como lo demostraron Till y

McCulloch (11) al transplantar la médula ésea de ratones sanos a ratones irradiados



letalmente con rayos X. Estos autores reportaron que los ratones sobrevivientes
desarrollaron placas blancas en el bazo 12 dias después del transplante. La
diseccion de dichas placas mostrd6 que estaban constituidas por dos tipos
predominantes de colonias celulares. El primero estaba formado por células hemato-
poyéticas diferenciadas hacia los distintos tipos celulares de la sangre y el segundo
contenia cientos de células de un solo tipo, no relacionadas citoquimicamente con
aquellas de la sangre y sus precursoras inmediatas. Schofield y Lajtha (12),
Hasthorpe y Hodgson (13), demostraron que las células del segundo tipo de colonias
al ser transplantadas en ratones irradiados, formaban a su vez los dos tipos de
colonias mencionados anteriormente. De esta manera se establecié que la célula que
da origen a estas colonias es la Unidad Formadora de Colonias (CFU-S) en el bazo y
que cumple con los requerimientos de ser una célula tallo con capacidad de
autorrenovacion y diferenciacion produciendo, por lo tanto, colonias de células

diferenciadas y de células no diferenciadas con multipotencialidad (14).

Mediante ensayos de replicacién con timidina tritiada y de radio-proteccion, se
descubrié que a diferencia de otras células de la médula 6sea, la mayoria de las
células tallo hematopoyéticas parecen estar en la fase Go del ciclo celular, por lo que
se las llamé células quiescentes o en reposo (15,16). Sin embargo, recientemente se
ha descrito que su ciclo celular es tan prolongado que semejan estar en fase Go, y
solo el 33% de estas células se replican en un tiempo mas corto (18 horas), que es

similar al ciclo celular promedio (20 horas) de otras células animales (17).



Con base en la duracion del ciclo célular, la poblacion de células tallo
hematopoyéticas parece estar formada por al menos dos grupos principales. Uno con
un periodo de replicacion prolongado, con alta tasa de clonacién, multipotencialidad,
capacidad de diferenciacion restringida, resistente a radiaciones y agentes quimio-
terapéuticos y que al multiplicarse y repoblar la médula ésea, provoca las recaidas
de los pacientes con leucemia (18). El segundo grupo lo forman células con
caracteristicas opuestas, son sensibles a los factores estimulantes de colonias y
citocinas que las comprometen o reclutan para formar las células precursoras mas
primitivas de eritrocitos, granulocitos y plaquetas, son las células tallo responsables

de mantener constante la concentracién de células sanguineas (19).

Mediante ensayos in vivo e in vitro se ha demostrado que las células tallo
hematopoyéticas (CFU-S) humanas o de roedores, para la autorreplicacién
dependen del factor estimulante de células tallo (FECT), o steel factor, conocido
también como ligando c-kit, el cual es producido por los fibroblastos y células del

estroma medular (20).

Diferenciacion de la célula tallo hematopoyética y factores humorales
que regulan la hematopoyesis

Utilizando el sistema de geles plasmaticos y otros sistemas semisélidos,
Nakeff y Daniels-McQueen (21), Burgess y colaboradores (22), Nakeff y Velasco
(23), Metcalf (24) y otros investigadores cultivaron médula 6sea completa estimulada

con el suero o la orina de pacientes anémicos o de animales con anemia inducida, y



lograron la diferenciacion de la célula tallo hacia las lineas de eritrocitos, granulocitos
macrofagos o de megacariocitos, lo que permitié conocer las etapas de maduracion
de cada estirpe celular, asi como los factores humorales que estimulan especifica-
mente a cada linea celular. A las substancias responsables de la actividad hemato-
poyética de estos fluidos se les llamoé Factor o Actividad Estimulante de Colonias
(FEC), mismos que después fueron aislados y caracterizados del sobrenadante
(medio condicionado) del cultivo primario de linfocitos (25,26), de lineas celulares

normales o transformadas de origen humano o animal (27,28,29,30).

In vivo la proliferacion de la célula tallo hematopoyética y de las células
precursoras (comisionadas) es controlada por moléculas de tipo hormonal que
inducen el desarrollo y diferenciacion. Estas moléculas son producidas por células
estromales del microambiente de la médula 6sea y por células hematopoyéticas, y

pueden actuar localmente o sistematicamente a través de la circulacién (31).

Los factores de crecimiento hematopoyético son glicoproteinas que ademas
de estar involucradas en la autorrenovacion, diferenciacion y proliferacion de células
comisionadas, también afectan la funcion de las células maduras. Son responsables
del incremento de leucocitos en respuesta a una infeccion, de los eritrocitos en casos
de anemia y de plaquetas después de una trombocitopenia. Varios de ellos son
“conocidos como Factores Estimulantes de Colonias (FEC), ya que in vitro
estimulan la formacién de colonias de células progenitoras. Se les afiade la letra

inicial del nombre de la linea celular que estimulan por ejemplo, FEC-G para la de



granulocitos, FEC-E para la de eritrocitos, etc; algunos de ellos estimulan mas de
una linea celular como el factor estimulante de granulocitos-macréfagos (32,33).
Actualmente, se conoce que algunos de ellos tienen un intervalo de accién tan

amplio que se sobreponen con la actividad de otros.

La trombopoyetina (TPO, o ligando c-Mpl) es una glicoproteina con alguna
homologia a la eritropoyetina (EPO), estimula la proliferacién de megacariocitos,
incrementa marcadamente la produccién de plaquetas, (34,35) y en condiciones de
hipoxia aguda u otra condicion de estrés estimula también a los eritrocitos. En
contraposicion, la EPO que estimula especificamente la produccién de eritrocitos,

también promueve, en forma secundaria, la produccién de plaquetas (36,37).

En ensayos in vitro se descubrié que las lineas eritroide y megacariocitica
tienen dos tipos de células precursoras formadoras de colonias. La primera que se
desarrolla entre los 2 y 7 dias de cultivo para las colonias de eritrocitos y de
megacariocitos (UFC-E, UFC-Meg.), respectivamente, cuyas colonias estan forma-
das por grupos de 1 a 50 células grandes, identificables morfoldgica y citoquimica-
mente (38). El segundo tipo de células progenitoras es conocido como Unidad
Formadora de Colonias de Células en Brote (UFCB). Son células que tienen un ciclo
celular mas prolongado que la UFC, pero con mayor capacidad de multiplicacion; las
colonias se desarrollan a los 14 dias de incubacién y estan constituidas por grupos
de 50-500 células pequefias, identificables inmunolégicamente por sus marcadores

membranales (39,40).



Otro grupo de glicoproteinas que participan en la regulacién humoral de la
hematopoyesis son las citocinas conocidas genéricamente como interleucinas (IL),
las cuales actuan en forma sinérgica con los factores estimulantes de colonias,

potenciandose la actividad de ambos (41,42,43,44).

En la tabla 1 se muestran la fuente de produccion, células blanco y efecto
sobre la hematopoyesis y en las figuras 1 y 2 las etapas de autorreplicacion,
diferenciacién y maduracion de las células hematopoyéticas y los factores humorales

que regulan la hematopoyesis.



TABLA 1

Propiedades biologicas de los factores de crecimiento y

citocinas que regulan humoralmente la hematopoyesis

“Factor Peso Células Productoras Células Blanco Funciones Principales
o Molecular
Citocina (Daltones)
FECT 20,000- Células estromales, Tallo multipotenciales, Proliferacion de células
35,000 hepaticas y mieloides, linfoides y tallo, linfocitos tempra-
fibroblastos precursoras eritroides  nos, mastocitos y
precursores mieloides
FEC-GM 14,000- Células estromales, Precursoras hemato- Hematopoyesis tempra-
35,000 linfocitos T, mastocitos poyéticas, granulocitos na, granulopoyesis,
maduros y monocitos  formacion y funcién de
monocitos
FEC-G 18,000 Células estromales, Precursores granulo- Hematopoyesis
macréofagos, monocitos citicos y granulocitos temprana, produccién y
maduros. funcién de granulocitos
FEC-M  40,000- Células estromales, Precursores monociti-  Produccién y funcién
70,000 macréfagos, monocitos cos y monocitos ~de monocitos
EPO 34,000- Higado, rifién Precursores eritroides  Factor de crecimiento
39,000 ‘ (UFCB-E, UFC-E), para eritrocitos
etapas de eritroblasto a
reticulocitos
TPO 35,000 Higado, rifion Células tallo, UFCB-E, Desarrollo de mega-
megacariocitos cariocitos y plaquetas
IL-2 15,000 Linfocitos T Linfocitos Ty B Factor de crecimiento
de linfocitos T
IL-3 28,000 Linfocitos T Células tallo y células Factor de crecimiento
comisionadas hematopoyético
IL-5 40,000- Células T y mastocitos Eosinofilos Crecimiento y
50,000 diferenciacién de
eosindfilos
IL-6 21,000- Fibroblastos, células T, Linfocitos B, Produccién de inmuno-
28,000 macroéfagos, células megacariocitos globulinas y de protei-
somaticas nas plaquetarias
FNTa 17.500 Macrofagos, células Muchos tipos de Produccién secundaria

somaticas, linfocitos T
y B

células

de citocinas por las

células estromales

FECT = Factor Estimulante de Células Tallo Hematopoyéticas; FEC-M = Factor Estimulante de

Colonias de Macréfagos; FEC-G = Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos; FEC-GM

Factor estimulante de Colonias de Granulocitos-Macréfagos; EPO = Eritropoyetina;

TPO = Trombopoyetina; IL = Interleucina; FNT = Factor de Necrosis Tumoral



Figura 1
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Figura 2
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Hematopoyesis normal y patolégica

Las células hematopoyéticas de la médula 6sea se ubican en tres grandes
pozas (Figura 1), la primera constituida por células pluripotenciales con capacidad de
autorreplicacion o de diferenciacién, la segunda poza contiene células comprometi-
das con una o mas lineas celulares con amplia capacidad de multiplicacién y la
tercera poza con células en vias de maduracién, sin capacidad replicativa. Este
sistema complejo (Figura 2) puede ser modificado en sus diferentes niveles de
produccion (pozas celulares) por agentes infecciosos, fisicos y quimicos, estos
ultimos como resultado del control o uso inadecuado de substancias téxicas o
potencialmente téxicas para la médula dsea, lo que provoca alteraciones
proliferativas graves como la anemia aplastica o la alteracion opuesta -la leucemia-
descrita como una enfermedad maligna del tejido hematopoyético y caracterizada por
el reemplazamiento de elementos normales de la médula 6sea por células anormales

(neoplasicas) en la sangre (45,46).

Anemia Aplastica

La anemia aplastica (AA) se manifiesta como una baja generalizada en la
concentracion de células sanguineas (pancitopenia), causada por hipoplasia de la

médula 6sea en ausencia de enfermedad maligna mieloproliferativa. En la mayoria

12



de los casos, la actividad hematopoyética queda restringida a pequefios islotes
sanguineos limitados por tejido adiposo (47), causando una disminucién acentuada
en la concentracién de células en sangre y consecuentemente, deficiencia en los
mecanismos de defensa inmunitarios especificos e inespecificos del individuo, lo que
hace al paciente susceptible al desarrollo de infecciones o neoplasias que pueden
causarle la muerte. No obstante que la incidencia de esta enfermedad es baja, su
importancia estriba en que es de pronéstico fatal per se y porque puede derivar en

leucemia aguda no linfoide (48).

Agentes etioldgicos de la anemia aplastica

La AA puede ser congénita o adquirida, en la mitad de los casos de la forma
adquirida no se le puede relacionar con una causa desencadenante especifica,
aungue en el 33% del total de los pacientes parece estar ligada a la exposicién de las
células tallo hematopoyeticas a drogas o toxinas. Clinicamente se ha demostrado
que el desarrollo de anemia aplastica en el hombre esta asociado con la utilizacién
de cloranfenicol, fenilbutazona, oxibutazona, atebrina, sulfonamidas, algunos
anticonvulsivantes, insecticidas (49,50,51) y benceno (52). Experimentalmente, se ha
demostrado que el benceno causa anemia aplastica en diferentes especies animales
de laboratorio, aungque se desconoce con precisién el mecanismo y nivel de accion
de dicho compuesto (53,54). Las drogas citotéxicas como la ciclofosfamida y el
busulfan Unicamente causan anemia aplastica en individuos altamente sensibles,

mientras que en los menos sensibles sélo inducen neutropenia o trombocitopenia
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selectivas (55). La AA también es causada por radiaciones o infecciones, particular-

mente la hepatitis viral A y la hepatitis viral C (56).

Patogenia

Las alteraciones que desencadena la AA pueden ser resultado de
anormalidades en por lo menos cuatro niveles distintos de funcionamiento de las

células tallo pluripotenciales del tejido hematopoyético (57).

1. Disminucién en el numero de células tallo, alargamiento o detenimiento del ciclo

celular o aumento en la tasa de muerte celular programada (apoptosis).

2. lIrregularidades en el microambiente de la médula 6sea que sirve de

soporte para la diferenciacion de los progenitores hematopoyéticos.

3. Funcién inadecuada de los reguladores celulares de la hematopoyesis

(linfocitos T y sus linfocinas).

4. Inhibicion inmunolégica de la hematopoyesis, debida a alteraciones en el

funcionamiento del sistema inmune que reconoce lo propio como ajeno.
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Considerando la celularidad de la médula 6sea, el grupo internacional para el
estudio de la anemia aplastica ha clasificado esta enfermedad como grave,
moderada o leve (58), siendo la primera forma la mas frecuente y la mas agresiva.
En la tabla 2 se presenta la cuenta de células sanguineas representativa de los

pacientes con AA grave versus los valores de referencia en adultos sanos (59,60).

Tabla 2

Valores de la citometria hematica en pacientes con AA grave

~valores de reterencia a 760 mmHg

La AA adquirida puede presentarse a cualquier edad, pero con mayor

incidencia alrededor de los 30 afios, con Iigéro predominio en el varén, se manifiesta
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en forma aguda o insidiosa como anemia, neutropenia o trombocitopenia. El paciente
puede presentar hematomas, epistaxis, gingivorragias, purpura cutanea, sangrados a
nivel digestivo, urinario, muscular y del sistema nervioso central, siendo este Gltimo el
de mayor gravedad y el que mas frecuentemente acaba con la vida del paciente (61).
Como consecuencia de la leucopenia (neutropenia), los pacientes presentan
infecciones en la faringe, pulmones, recto, vias urinarias y piel, causadas principal-

mente por bacterias gram negativas y hongos oportunistas (62).

Tratamiento de la anemia aplastica

Con el propésito de restablecer la hematopoyesis, en la medicina moderna el

tratamiento de la AA se centra en tres objetivos principales:

1. ldentificacién, evaluacién y eliminacién de los agentes etiolégicos
En los casos moderados o leves la hematopoyesis puede restaurarse después

de eliminar la exposicidén al agente desencadenante.

2. Terapia de apoyo
Se aplica cuando los signos y complicaciones de la enfermedad se
correlacionan con la baja en el nimero de eritrocitos, plaquetas o leucocitos en la
sangre periférica. El manejo es mediante la transfusion de paquetes de sangre
total 0 de concentrados celulares especificos. Este tratamiento no es curativo,

pero permite al paciente atacar las infecciones y evitar los sangrados que podrian
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incluso causarle la muerte. Esta terapia tiene efectos secundarios, ya que el
sistema inmune del paciente se sensibiliza y después de varias transfusiones
puede presentar rechazo inmunolédgico a las células transfundidas o de éstas a

las del paciente (63).

3. Restauracion de la hematopoyesis normal

La sobreviviencia de los pacientes con AA depende de su capacidad para
restablecer la hematopoyesis mediante terapias mas especificas, que promueven el
funcionamiento normal de la médula 6sea. Para tal proposito se dan los siguientes

tratamientos (64):

Globulina anti-linfocito (GAL)
Ciclosporina

Glucocorticoides

Andrégenos

Factores de crecimiento hematopoyeético;
FEC-GM, FEC-G (65),

IL-3 (66,67),

EPO, TPO (68)

Ninguno de estos tratamientos ofrece por si sélo una alternativa para la

regeneracion definitiva de la hematopoyesis, por lo que en la mayoria de los casos

17



se emplea la combinacion de medicamentos con resultados alentadores, pero con
algunos efectos colaterales. En los casos de AA con mayor resistencia a los
tratamientos se recurre a la esplenectomia, quimioterapia, radioterapia y mas

recientemente al transplante de médula ésea (50).
Transplante de médula ésea

El transplante de médula 6sea esta indicado en pacientes jovenes (menores
de 20 afios) y es aplicado en casos de AA severa con concentracién de neutréfilos
menor a 0.2 X 10%L que han presentado infecciones recurrentes, ya que ambas
condiciones amenazan su vida. El transplante de méduia puede ser singénico,
alogénico y autélogo. El transplante singénico se realiza en pacientes cuyo donador
es gemelo idéntico, con alta similitud en los antigenos HLA (Human Leukocyte
Antigens) de las clases | y Il. En el transplante de médula 6sea alogénico el donador
puede ser un pariente (hermano, padre, madre, primo) por su similitud en los

antigenos HLA, en estos casos la sobrevivencia es del 70 al 80% (69).

Para el transplante autélogo se administran al paciente drogas citotoxicas que
matan a las células mieloides'y sanguineas, obligando la salida de las células tallo de
la médula 6sea a la sangre circulante (movilizacién) de donde son recolectadas,
cultivadas y después reinfundidas al paciente, con lo que se elimina el rechazo
inmunolégico y las complicaciones que se presentan en los otros tipos de transplante

(70,71).
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Recientemente se ha utilizado la sangre del cordon umbilical como fuente de
células tallo por ser rico en células hematopoyéticas indiferenciadas (72,73,74,75).
Sin embargo, a pesar del avance en el tratamiento la AA en México y en los demas
paises en desarrollo, el transplante de médula 6sea por su tecnologia y alto costo es
inaccesible para la mayoria de los enfermos, por lo que la anemia aplastica adn hoy

en nuestro pais es causa de muerte en los adultos que la padecen.

Como una alternativa de uso popular para tratar estos padecimientos, la
poblacion mexicana utiliza plantas con posibilidades curativas para la anemia
aplastica. Este recurso aun no se ha explorado en forma dirigida como fuente

potencial de agentes hematopoyéticos.

Para el presente trabajo se consultaron libros que recogen el conocimiento
popular de medicina herbolaria, mediante entrevistas con curanderos y meédicos
tradicionales. En algunos libros se mencionan compuestbs aislados de las plantas y
sus propiedades farmacolégicas determinadas experimentalmente. En la tabla
siguiente se muestran las plantas que de acuerdo con estas fuentes bibliograficas, se
emplean en México para tratar la anemia, para purificar y para engrosar la sangre,
algunas son mencionadas para combatir el cancer y la leucemia. Sin embargo, es
importante advertir que los conceptos de anemia y cancer que se manejan en la
medicina popular, no necesariamente correspohden con los que se emplean en la

medicina moderna.
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TABLA 3

ALGUNAS PLANTAS UTILIZADAS EN MEXICO PARA EL TRATAMIENTO DE LA

IENTIEICQ

Agave salmiana

Amphypterygium
adstringens

Anagallis arvensis

Anemopsis
californica

Bacopa
chamaedryoides
Beta vulgaris
Bidens alba

Bocconia
frutescens

Brickellia lanata

Buettneria
aculeata .

Calea zacatechichi

Cuachalalate,
cuachalala
volador

Cenicilla,
hierba de la
hinchazon,
ojo de gallo

Yerba mansa,
hierba del
manso

Chotete,
quina, malva
de quebranto
Betabel

Mozote

Gordolobo,
llorasangre

Sanguinaria
Arrendador,
varilla prieta,

zarza, Xtesak

Prodigiosa,
hierba amarga

Cancer de estdmago

e intestino, ulcera
gastrica, purificar la

sangre, escoriaciones

bucales

Purificar la sangre,

mal de orin, dolor de

estbmago

Anemia, cancer

Anemia, malaria,
dolor de estdbmago

Anemia
Aumentar la sangre

Anemia
Purificar la sangre

Depurativo como la
zarzaparrilla

Engrosar la sangre

ANEMIA Y DE OTRAS ALTERACIONES HEMATOLOGICAS

Corteza cocida o
remojada/ Oral

Cocimiento de
flores, hojas o
tallos/ Oral

Infusién de Hojas/
Oral

No se indica

Raiz licuada/ oral
Sin indicar

Decoccién de
hojas/ Oral

Coccidén de toda
la planta/ Oral

Raiz/ sin

especificar

Ramas hervidas/
Oral

77,82

77

82

77
77,82

77

77

78

77
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Casimiroa edulis
Castilleja arvensis
Ceanothus

buxifolius

Croton drago

Curatella
americana

Cuscuta sp

Equisetum

robustum

Euphorbia sp

Gaulteria
trichocalycina

Haematoxylum
brasiletto

Justicia spicigera

Zapote blanco

Garafiona,
jilotillo

Guasapol,
su’ dalgan

Sangre grado,
sangre de
grado

Rasca la
vieja, raspa
viejo,
tlachicén,
cacaito

Zacapol,
sopita de
fideo,

zacapole

Cola de
caballo,
carricillo

Hierba de la
golondrina,
rifionina

Olivo,
tepeizque, aj-
te-es (totzil)

Palo Brasil,
palo
campeche

Muitle, muicle,

muitl

Anemia

Fertilidad, purificar la

sangre

Engrosar la sangre

Purificar la sangre

Purificar la sangre

Anemia

Anemia

Anemia, flujo

menstrual,
hemostatico

Aumentar la sangre

Regular la circulaciéon
sanguinea, renovar la

sangre

Cancer, anemia

Hojas hervidas/
Oral

Sin especificar
Cocimiento de la
raiz/ Oral

Latex/ sin

especificar

Corteza macerada

Toda la planta/ sin
especificar

Infusién de hojas/
Oral

Infusién de hojas/
Oral

Ramas hervidas/
Oral

Tecata remojada/
Oral

Cocimiento de las
hojas o de toda la
planta

77

77

77

77

77

77

77,82

77

77,81

77
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Karwinskia latifolia Margarita

Marrubium vulgare Manrrubio

Microgramma
nitida

Momordica
charantia

Pilea pubescens

Pityrogramma

polylepsis

Plantago major

Polygonum
aviculare

Polypodium
lanceolatum

Portulaca sp

Rhus microphylla

Lengua de
ciervo

Amargosa,
cundeamor

Chichicastle,
mala mujer

Lengua de
ciervo,
caliguala

Lantén, antén,

llantén, lante
sabila

Sanguinaria,
sangrilla

Lengua de
ciervo,
manenepel

Sanguinaria

Agritos

Purificar la sangre

Diabetes, purificar la
sangre, colicos,
ténico

Purificar la sangre,
higado

Anemia, debilidad,
fortalecer la sangre

Cancer, anemia

Fortalecer la sangre,
gonorrea

Cancer, diabetes,
antipirético, infeccion
intestinal, purificar la
sangre, cicatrizante,
astringente,
hemostatico,
principios de cancer,
quemaduras

Produccién de sangre

Purificar la sangre

Enfermedades de la
sangre

Leucemia

Cocimiento de
hojas/ Oral

Cocimiento de las
hojas o de toda la
planta/ Oral

Hojas y ramas
hervidas/ Oral

Sin indicar

Coccidén de toda
la planta para
cancer, fresca
para la anemia

Decoccion del
rizoma/ Oral y
lavados

Infusion o
cocimiento de
hojas o de las
partes aéreas/
Oral o emplasto
de la hoja para
cicatrizar y en
guemaduras

Cocimiento de la
planta/ Oral

Cocimiento de las
frondas

Cocimiento de la
planta/ Oral

La infusién de la
planta para el
tratamiento de
leucemia/ Oral

78

77,82

77

77

77

77

76,77,
82

77

78

78

79
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Serjania racemosa Bejuco de tres Diabetes, purificarla Bejuco hervido/ 77
corazones, sangre Oral
nueve hojas
Smilax Zarzaparrilla, Purificar la sangre, Decoccion de la 78,81,
aristolochiaefolia  mecapatli, depurativa en lepra, raiz/ Oral 82
ko-keb-ak. eczema, ronchas,
sudorifero
Solanum nigrum  Hierba mora, Anemia, depurativo  Hojas hervidas/ 77,82
quelite Oral
Solanum torvum  Hierba sosa  Cancer, leucemia, Hojas en 80
linfoma cocimiento/ Oral
Sonchus Lechuguilla,  Anemia, sangrados  Infusién de ramas/ 77
oleraceus chicoria Oral

Con base en la bibliografia consultada, incluyendo los bancos de datos de
DUKE y el NAPRALERT de la Universidad de lllinois en Chicago, se seleccionaron
para la realizacién del trabajo: Solanum torvum, Smilax aristo/bchiaefolia, Plantago
major, Anemopsis californica y Amphypterygium adstringens; por ser plantas
frecuentemente citadas y utilizadas popularmente en México para el tratamiento de la
anemia y porque no existen antecedentes de su estudio cientifico en relacion con sus
propiedades hematopoyéticas. De la entrevista con los colectores y usuarios de las
planta seleccionadas se conoce que algunas de ellas son efectivas para combatir la

anemia.

El criterio para seleccionar las plantas por estudiar, fue que en la medicina

popular se utilizaran para "engrosar la sangre, renovar o fortalecer la sangre”, se
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excluyeron las plantas descritas como desintoxicantes o clarificadoras de la sangre,
ya que estos términos estan asociados mas con sus propiedades diuréticas que

hematopoyéticas de las plantas.

Caracteristicas generales de Solanum torvum Sw.

Es un arbusto silvestre espinoso de la familia Solanaceae, es originario de
México, Centroamérica y Norte de Sudamérica, alcanza hasta cuatro metros de
altura, presenta hojas con espinas en el haz y en el envés, caracteristica que lo
diferencia de otras especies del género Solanum; muestra ademas flores blancas y
frutos globosos amarillos. En México esta planta habita en climas calidos vy
semicalidos, principalmente en los estados de Chiapas, More.los, Oaxaca, Veracruz y
San Luis Potosi. Popularmente se le conoce como berenjena, lavaplatos, hierba

sosa, berenjena con espinas, lampazo y sosa morada.

La infusidn o el cocimiento de la raiz se usa por via oral contra el mal de orin y
reumatismo, y en forma de barios para tratar infecciones y heridas en la piel. Las
hojas tostadas se coloéan sobre la piel quemada y para resolver granos (Veracruz).
La infusion de las hojas se recomienda contra el dolor de cabeza, de muelas o del
estobmago, también se ingiere para recuperar la sangre cuando se presenta

hemorragia vaginal fuera del ciclo menstrual (83).
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Figura 3. Fotografia de las Hojas y flores de Solanun torvum
(Hierba Sosa)

Experimentaimente, se ha demostrado que una preparacion etandlica de las
partes aéreas tiene efecto antiespasmaodico en ileon de cobayo, es anticonvulsivante

y depresora del sistema nervioso central en los ratones (84).

Los estudios quimicos indican que las hojas de la planta contienen torvuninas
A y B (sapogeninas) y estigmasterol. En la raiz se ha detectado el alcaloide
cuscohigrina y la sapogenina hecogenina. En el tallo se han encontrado los
alcaloides esteroidales solasodina y solasodieno (85). En estudios realizados con

extractos metanol-agua de las hojas, tallos y flores de S. torvum Nakanishiy
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colaboradores detectaron compuestos fendlicos, aminoacidos, azucares reductores,
sustancias acidas y basicas (86). A su vez Mahmood y colaboradores obtuvieron a
partir de un extracto hexanico de los frutos los compuestos a) 2,3,4-trimetil-
triacontano, b) triacontanato de octanésido y c) S5-hexatriacontanona. También

identificaron 3-triacontanol, esterol, estigmasterol y acido tetratriacontanéico (87).

Por otra parte, Dominguez y colaboradores han reportado la presencia de
alcaloides en un extracto metandlico de la raiz (83). Los reportes acerca de la
presencia de alcaloides en la raiz o en otras partes de la planta han sido
inconsistentes. En cambio, se ha documentado ampliamente la presencia de
saponinas y sapogeninas en cantidades abundantes en todas las estructuras de la
planta (88), por lo que es posible que algunas de las actividades terapéuticas de la

planta estén asociadas con la accién de las saponinas.

Caracteristicas generales de Smilax aristolochiaefolia Miller

Es una planta trepadora de la familia Liliaceae, es originaria desde México
hasta Honduras, tiene tallo de base cuadrangular, rizoma cuadrangular y delgado,
hojas alternas ovales u oblongas y frutos globosos. Cominmente se le conoce como

zarzaparilla, alambrilla, raiz de zarzaparrilla, cocolmeca, etc.
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pEn México la especie se localiza en los estados de Guerrero, Yucatan, San
Luis Potosi, Campeche, Oaxaca, Sinaloa, Veracruz, Hidalgo y Nuevo Leodn.
Empiricamente se usa como diurético, pero la forma mas cominmente empleada es
el cocimiento de la raiz como agua de uso contra la hinchazdn, la ulcera gastrica,
como sudorifero, depurativa en lepra, eczema y para purificar y fortalecer la sangre

(89).

Figura 4. Fotografia de las hojas y frutos de
S. aristolochiaefolia (Zarzaparrilla)

De los estudios fitoquimicos de S. aristolochiaefolia realizados se conoce que
contiene, entre otros compuestos, esteroides: sarsapogenina, esmilagenina,
sitosterol, estigmasterol y saponinas: sarsaponina, y smilasaponina (90). De la raiz
se han aislado las saponinas parrillina, sarsaparrillésido y sarsapoquina entre

algunos de sus componentes (91).
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Caracteristica generales de Plantago major L.

Es una planta anual o perenne de 10 a 30 cm de altura, tiene hojas ovales
que surgen desde el nivel del suelo y forman una roseta que envuelve al tallo.
Presenta flores blancas pequerias en la parte apical de una espiga delgada y sus
semillas son de color café. Pertenece a la familia Plantaginaceae y es originaria
del norte de Europa y centro de Asia, pero fue introducida al continente americano
por los conquistadores espafoles. En México esta planta es conocida
popularmente como llantén, antén (Guanajuato), cancerina (Puebla), lanté
(Chiapas, Morelos, Tabasco). Crece en forma silvestre en clima calido, semicalido

y templado (92).

Figura S. Fotografia de las partes aéreas (hojas y espigas) de P. major
(Llantén)
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P. major L es una planta ampliamente utilizada en Europa, la infusién de las
hojas se usa en Alemania y Espafia como depurativo, diurético y vulnerario, las hojas

se emplean como hemostatico (93).

En México, se usa la decoccion de las hojas contra la diarrea y las hojas se
aplican en emplastos sobre heridas y mordeduras de animales venenosos como
cicatrizante. La infusion de las semillas se toma para eliminar parasitos y contra el
estrefiimiento. La decoccién de las partes aéreas (hojas y espigas) es aplicada en
fomentos contra la inflamacién, granos, llagas con pus, se ingiere para combatir el
cancer, infecciones gastrointestinales producidas por bacterias o parasitos y para

purificar la sangre (94).

En la medicina popular también se le atribuyen propiedades antitumorales. Sin
embargo, los ensayos in vitro, arrojan resultados contradictorios. Estévez y
colaboradores reportaron que el extracto metandlico de las hojas administrado a
ratones por via intraperitoneal elimina el sarcoma después de cinco dias de
tratamiento, también mencionan que el mismo tratamiento no es eficaz para combatir

el sarcoma en ratas (95).
En las hojas se han detectado flavonoides, plantaglucdsidos y siringinina. Las

“semillas contienen taninos, acidos grasos, dos alcaloides monoterpénicos la

plantagonina y la indicaina (96).
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Caracteristicas generales de Anemopsis californica Nutt.

Es una hierba originaria desde el estado de Colorado en los Estados Unidos
de América hasta la zona media del norte de México; tiene tallo corto, aspero y
pelucido, hojas radicales arregladas en forma parecida a los pétalos de las rosas;
presenta una sola flor blanca y frutos en forma de capsulas que tienen una abertura
en la punta; la raiz es tuberosa, cilindrica y central de color café amarillento (97). En
México esta planta de la familia Saururaceae también crece en el Valle de México,
Puebla, Jalisco, Hidalgo y Guerrero, donde se le conoce popularmente como yerba
del manso, hierba mansa. En Durango se hace un cocimiento de la planta completa
para lavar heridas, también se usa en emplastos para sacar la ponzoia del piquete

de alacran o de araia. El cocimiento de la raiz se usa contra la disenteria (77).

Figura 6. Fotografia de la flor y hojas de A. californica
(Hierba del Manso)
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Las infusiones de la raiz y el rizoma de A californica han sido usadas por los
indios norteamericanos como antitusivo, desinfectante de heridas, analgésico,
antipirético, antirreumatico, antiespasmaodico (98) y para purificar la sangre (99). La
etnia de los Pai pai en Ensenada, Baja California utiliza un té de la raiz para el
resfriado y purificar la sangre (100). Sin embargo, experimentaimente sélo se han

evaluado sus efectos antiespasmaodico (101) y antibacteriano (102).

Las actividades biologicas demostradas se han asociado con los aceites
esenciales de la raiz y del rizoma, entre cuyos componentes destacan los
terpenoides metileugenol (55%), timol (13%) y piperitona (8%) (103). Posteriormente,
se detectaron el timolmetiléter (2.96%), linalol, p-cimeno, 1,8-cineol, B-pineno y
canfeno en concentraciones menores al 1% (104). Casi todos estos compuestos
tienen propiedades expectorantes, bactericidas y carminativas, por lo que son
utilizados en la elaboracién de medicamentos, cosméticos y como aromatizantes en

la industria alimentaria (105).

Caracteristica generales de Amphypterygium adstringens Schl.
Es un arbol de 10 metros de altura, de tronco‘ torcido y corteza agrietada café

grisacea. Sus hojas estan agrupadas de 3 a 5 en las puntas de las ramas, presenta

flores solitarias o en ramillete, los frutos son nueces abultadas y alargadas, habita en
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clima calido, semicélido y templado. En México se le encuentra en los estados de

Puebla, Oaxaca, Jalisco, Morelos y Michoacan (106).

Este arbol de la familia Julianaceae es conocido popularmente como
cuachalalate, cuachald, rascate la vieja, etc. La parte mas empleada con propésitos
medicinales es la corteza, la cual se usa para endurecer las encias, es aplicada
localmente para curar heridas, hemorroides, llagas. La decoccién es tomada como
agua de uso contra la ulcera gastrica, colelitiasis, cancer del tracto intestinal, el tifo y
la tifoidea. También se emplea como hipocolesterolemiante y en problemas
relacionados con la sangre y su circulaciéon, para purificarla o desintoxicarla

(107,108).

Figura 7. Fotografia de la corteza de Amphypterygium adstringens
(cuachalalate)
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En los estudios quimicos de la planta se ha reportado la presencia de los
acidos masticadiendico (varios isomeros), instipolinacico, cuachalalico y alquil-
anacardicos entre otros (109,110,111). Ademas se han aislado p-sitosterol y una
saponina (112). Los acidos instipolinacico y cuachalalico se han relacionado con la
actividad antiulcerosa e hipocolesterolemiante de la planta, actividades que se han

demostrado experimentalmente (108).
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JUSTIFICACION

La hematopoyesis puede ser modificada por la exposicién del individuo a
agentes infecciosos, fisicos, quimicos téxicos o potencialmente téxicos para la
meédula 6sea, provocando enfermedades hematoldgicas graves como la leucemia o
la anemia aplastica que en nuestro pais provocan la muerte a la mayoria de los
adultos que las padecen (113). El desarrollo de anemia aplastica esta asociado a la
inhalacion de vapores de benceno producidos por el manejo, combustién y
almacenaje de gasolina, por el humo del tabaco, la evaporacién del disolvente a
partir de agentes utilizados para limpiar y restaurar muebles y en la vaporizaciéon de

cementos industriales (114).

Esta ampliamente demostrado que la inhalacion voluntaria o involuntaria de
los vapores del cemehto adhesivo puede causar dafio al higado, rifiones y médula
6sea. En ésta ultima provoca hipoplasia que deriva en AA, la cual se manifiesta como
pancitopenia (disminucion en el numero de todas las células de la sangre) y causa
baja en el numero de las .células responsables de la defensa inmunoldgica del
paciente, lo que motiva que se desarrollen infecciones recurrentes o ‘neoplasias que

pueden causar la muerte (115).

Como se sabe, entre los distintos tipos de farmacodependencia la inhalacion

de disolventes (cemento) va en aumento y se ha transformado en un grave problema
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social y de salud. Actividad, que por ser practicada principalmente por nifios y
jovenes en situacién de calle, impide conocer con precision el numero de casos de
AA (116). No obstante que se ha relacionado esta enfermedad con la inhalacion del
benceno, no existen reportes abundantes en la literatura cientifica al respecto. Por
este motivo, en el presente trabajo se desarroll6 un modelo experimental para la
induccion de AA con benceno que permita conocer las fases de la enfermedad y las
manifestaciones hematolégicas asociadas con cada una, asi como su posible manejo

con extractos vegetales en trabajos posteriores.

En la actualidad, el tratamiento mas exitoso de la AA en la medicina moderna
es el transplante de meédula dsea, proceso que asegura la sobrevivencia libre de la
enfermedad en el 85% de los casos (117). Sin embargo, este proceso por su costo
es inaccesible para la gran mayoria de los pacientes, ante ello se utilizan como una
alternativa terapéutica plantas con propiedades medicinales, lo que supone un
tratamiento de bajo costo econdmico, respaldado por el conocimiento y tradicion
popular. Sin embargo, no existen estudios cientificos in vitro o in vivo que apoyen las
propiedades hematopoyéticas de las plantas utilizadas en el presente estudio, las
cuales se seleccionaron con base en su frecuencia de uso y efectividad terapéutica

referida por los usuarios de las mismas.

A nivel mundial, sélo se registra el empleo de la infusién de jixueteng, una
mezcla de 10 plantas cuyos componentes constantes son especies de los géneros

Milletia, Spatholobus y Mucura, que preparada con diferentes formulaciones ha
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probado incrementar la cuenta de células sanguineas y de plaquetas en pacientes
con anemia o sometidos a radioterapia (118). En la medicina oriental (china, malaya
y filipina), esta infusion se recomienda como hemostatico, para enriquecer y acelerar
la circulacion de ia sangre y activar los meridianos que controlan la energia corporal
(119). Sin embargo, se desconocen los principios activos responsables de los efectos

terapéuticos de la preparacion.

Con el presente trabajo se inicia un estudio sistematico de algunas plantas
utilizadas tradicionalmente en México, para el tratamiento de la anemia. El propésito
es conocer la capacidad que tienen estas especies para estimular la proliferacién de

las células hematopoyéticas de ratén in vivo e in vitro.
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HIPOTESIS

Considerando que Solanum torvum Sw, Smilax aristolochiaefolia Miller;
Plantago major L, Anemopsis californica Nutt y Amphypterygium adstringens Schl,
son plantas empleadas en la medicina tradicional mexicana contra la anemia, es
posible que las especies actiuen estimulando la formacion de células sanguineas; por
lo que los extractos adicionados a los cultivos de células de meédula ésea o de bazo
podrian estimular la proliferacién celular e incrementar la ‘concentracion de las

células en los cultivos y en la sangre de los animales tratados previamente con los

extractos de las plantas.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar en ratones y cultivo de células hematopoyéticas de ratén, la capacidad
de Solanum torvum Sw, Smilax aristolochiaefolia M, Plantago major L., Anemopsis
californica Nutt y Amphypterygium adstringens Schl. para estimular la proliferacién de

células hematopoyéticas.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Obtener los extractos hexanico, cloroférmico, metanélico y acuoso de las

diferentes partes de las plantas seleccionadas.

. Evaluar la actividad hematopoyética de los extractos de cada planta en cultivos

de células de la médula 6sea y del bazo de ratones sanos CDx.

. Establecer una curva dosis-respuesta en ratones administrando via oral los

extractos que presenten actividad hematopoyética in vitro.
. Establecer un modelo para la induccién de anemia aplastica en ratones mediante

la administracion de benceno por via subcutanea, que permita en una siguiente

etapa evaluar la actividad hematopoyética de los extractos vegetales.
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DISENO EXPERIMENTAL

ESTUDIO ETNOBOTANICO

A 4

COLECTADE
Solanum torvum Sw, Smilax aristolochiaefolia Miller, Plantago major L,
Anemopsis californica Nutt y Amphypterygium adstringens Schl.

EJEMPLARES
PARA DESARROLLO DE
AUTENTIFICACION AR | MODELOS
EXPERIMENTALES
1 PARA LA INDUCCION
MOLIENDA DE ANEMIA APLASTICA
EN RATONES
A
PREPARACION DE EXTRACTOS CON
HEXANO, CLOROFORMO, METANOL Y AGUA
POR CALENTAMIENTO A TEMPERATUA DE REFLUJO
_ A 4 _
EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO
HEXANICO CLOROFORMICO METANOLICO ACUOSO
[T I E
— ,
DETERMINACION DE ACTIVIDAD ADMINISTRACION
HEMATOPOYETICA EN: EN RATONES SANOS
CULTIVO DE MEDULA OSEA A
.CULTIVO DE cELULAé DE BAZO DE RATON Sangre
A RAT Citometria Hematica F——

Médula Osea
Células Nucleadas

Figura 8. Diseiio experimental
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METODOS

Material biolégico

Las plantas se colectaron o adquirieron de octubre de 1995 a agosto de 1997. |
Solanum torvum Sw. se colectd en octubre de 1995 y enero de 1996 en una finca de
la ciudad de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas y fue autentificada en el herbario de la
Escuela Nacional de Ciencias Biologicas del 1.P.N. Plantago major L se colecto en el
valle de San Pablo Pahuatlan, Puebla en marzo de 1996 y fue autentificada por el M.
en C. Jorge Santana del Herbario Metropolitano “Ramén Riba” de la Universidad
Autonoma Metropolitana-lztapalapa, asignandole al voucher el No. 52718. Smilax
aristolochiaefolia M se adquirié en el Mercado de Zumpango, Estado de México en
noviembre de 1995 y mayo de 1996. Anemopsis californica Nutt y Amphypterigium
adstringens Schl, proceden del estado de Guerrero, fueron autentificadas en la

Universidad Auténoma de Chapingo, México en marzo de 1996.

Las especies se dejaron secar a la sombra a temperatura ambiente y se
molieron hasta obtener un polvo fino. La seleccidbn de las partes de las plantas
empleadas para desarrollar el presente trabajo fue con base en sus usos empiricos.

En la tabla 4 se muestran las partes utilizadas de cada planta.
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Tabla 4
Partes utilizadas de las plantas en la preparacion de
los extractos

"PLANTA | = PARTES.
Solanum torvum Sw. Hojas
(Hierba Sosa)
Smilax aristolochiaefolia Miller Raiz

(Zarzaparrilla)

Plantago major L. _ Hojas y espigas
(Llantén)
Anemopsis californica Nutt Raiz

(Hierba del Manso)

Amphypterygium adstringens Schi. Corteza
(Cuachalalate)

Preparacion de los extractos

En un matraz balén de 10 litros se colocaron 500 g de la planta seca y molida
y 3 litros de hexano, cloroformo, metanol o agua. La mezcla se calent6 a temperatura
de reflujo durante tres horas, después se dejé enfriar, se filtro6 con papel Whatman
del No. 42 y el disolvente se elimind en un evaporador rotatorio a presién reducida.

En el caso del extracto acuoso, el agua se eliminé por liofilizacion.
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Preparacion de las diluciones de los extractos de prueba

Los extractos acuoso y metandlico se disolvieron en medio Alfa-MEM
complementado con 10% de suero de caballo inactivado. Los extractos clorofémico y
hexanico se disolvieron en suero de caballo para preparar diluciones de 0.8, 0.4, 0.2,
0.1, 0.05, 0.025 y 0.0125 g/mL. Debido a que el extracto hexanico de S. torvum se
disolvid parcialmente con suero de caballo, en un segundo grupo de experimentos
los cuatro extractos de S. forvum se disolvieron en aceite de maiz. Todas las
disoluciones se esterilizaron por filtracion en membranas Millipore de 0.45 y 0.22 pm
y se verifico la esterilidad de las mismas sembrando por separado alicuotas de 0.5 mi
en tubos con Caldo de Infusion Cerebro-Corazén (BHI) y en medio Alfa MEM pH de

7.2 y se incubaron 48 horas a 37°C.

Estos extractos se utilizaron para determinar la actividad hematopoyética in
vitro. El extracto acuoso de cada planta se utilizé en los ensayos in vivo, en el caso
de S. aristolochiaefolia se evaluaron los extractos acuoso y metandlico. La seleccién
de las concentraciones de trabajo fue con base en los estudios preliminares sobre los

efectos de S. torvum Sw (120).
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ENSAYOS in vitro

Cultivo de médula ésea de raton

Un ratén macho CD4 de 8-12 semanas de edad se sacrificd por dislocacion
cervical. El fémur se separd en condiciones de esterilidad y se inyectd a través del
canal medular 1 ml de medio de Leibovitz (L-15) complementado con 10% de suero
de caballo. Las células se recibieron en un tubo de plastico, la suspensién celular se
homogeneizé mediante pipeteo y con ella se llenaron pipetas de Thomas hasta la
marca de 0.5 y se llevo hasta la marca de 11 con solucién de Turk (dilucién 1:20).
Las pipetas se agitaron mecanicamente tres minutos y se llenaron ambos lados de
un hemocitdmetro, después de 10 minutos se contaron las células nucleadas por
microscopia de luz en campo claro. Ademas, se determind la viabilidad celular con

azul de tripano al 0.2% (121).

La concentracion celular se ajusto a 4.0 X 10%mL con Solucién Salina
Fisioldgica (SSF) y 0.1 ml de esta suspension se adicion6 a una mezcla de 0.6 ml de
medio de Leibovitz, 0.2 ml de suero de caballo y 0.1 ml del extracto de prueba.
Posteriormente, 0.5 ml de la mezcla anterior se depositaron en placas multipozos
(Nunc) de 132 X 88 mm e incubaron durante tres dias a 37°C en una incubadora con

humedad relativa de 90% y 5% de CO;.
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Las células se recolectaron mediante pipetas pasteur y se colocaron en un tubo
de plastico, las placas se lavaron mediante pipeteo con 1 ml de medio L-15, este
volumen se adicioné al tubo que contenia las células, el cual se centrifugd a 2500
rom durante 15 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante se decanté y el
botdn celular se resuspendié con 0.5 ml de medio L-15 para cuantificar las células en
hemocitdmetro por microscopia de luz en campo claro (122). En todos los casos se
incluyeron cultivos testigos libres de extracto. En los ensayos de los extractos de S.
torvum disueltos en aceite de maiz se usaron ademas otros testigos: A) Extracto de
Phytolacca americana, (GIBCO) que contiene una lectina empleada comunmente en
la concentracién 1:320 para estimular la proliferacion de células de médula 6sea y de
bazo de ratén en cultivo. B) Medio condicionado (sobrenadante) de células de bazo

estimuladas con Phytolacca americana, C) aceite de maiz.

Cada muestra se evalué al menos en seis ocasiones con su correspondiente
duplicado. El cultivo testigo libre de extracto fue considerado como el 100 % de
proliferacién y contra él se compararon los cuitivos de prueba. Los resultados se
expresaron como la concentracion celular media + el error estandar. Para conocer la
significancia estadistica se aplicé la prueba de t de Student para pares de datos no
agrupados, considerando como significativos los valores de p<0.05 (123). En las

figuras solo se destacan los resultados con significancia estadistica.
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Cultivo de bazo de ratéon

Un ratén macho CD; de 8-12 semanas de edad se sacrificd por dislocacion
cervical, se aplic6 etanol en la region media superior izquierda, se abrié la region
abdominal con un bisturi estéril, se extrajo el bazo y se colocé en una malla metalica
esteril colocada sobre un recipiente de boca ancha. El tejido se disgregd mecanica-
mente y se lavé con medio Alfa-MOPS (pH 6.8/ 290 mOsm) frio, las células se
recibieron en un tubo de plastico de 15 x 100 mm y se centrifugaron a 2500 rpm

durante 15 minutos.

El botén celular se resuspendié en 10 ml de medio Alfa-MOPS vy se centrifugd
nuevamente a 2500 rpm durante 15 minutos. Finalmente, el botdn celular se
resuspendié en 5 ml de medio Alfa-MEM y se homogeneizé mediante pipeteo. Se
llené una pipeta de Thomas para leucocitos hasta la marca de 0.5 y se diluyo hasta
la marca 11 con solucién de Turk (dilucion 1:20). Se agitd la pipeta mecanicamente
durante tres minutos, posteriormente se llend un hemocitometro y se contaron las

células nucleadas totales por microscopia de luz en campo claro.

La viabilidad celutar se determiné con disolucidén de azul de tripano al 0.2% y
se ajustd la concentracion celular con medio Alfa-MEM a 4.0 X 10° células viables/mL
'y 0.1 ml de esta suspension se adicioné a un sistema de cultivo que contenia 0.6 ml

de medio Alfa-MEM, 0.2 ml de suero de caballo y 0.1 ml del extracto de prueba. Se
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colocaron 0.5 ml de la mezcla anterior en placas multipozos Nunc de 132 X 88 mm e

incubaron durante 48 horas a 37°C con humedad relativa de 90% y 5% de CO,(124).

Las células se recuperaron con una pipeta pasteur, se depositaron en un tubo
de plastico y se lavaron los pozos con 1 ml de medio Alfa-MEM. El liquido se
adicion6 al tubo con las células y se centrifugd a 2500 rpm durante 15 minutos. El
botén celular se resuspendié en 0.5 ml de medio L-15 y se contaron las células en un

hemocitdmetro por microscopia de luz en campo claro.

Cada muestra se ensay6 por duplicado al menos seis veces. La cuénta celular
de los cultivos testigos se consider6 como el 100% de proliferacién y contra él se
compararon los cultivos de prueba. Los resultados se expresaron como la media de
la cuenta celular £ el error estandar. Para determinar la significancia estadistica de
los resultados se aplicé la prueba de t de Student para pares de datos no agrupados,
considerando como significativos los valores de p< 0.05 (123). En las figuras solo se

sefalan los resultados con significancia estadistica.
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ENSAYOS in vivo

Determinacion de las dosis toxicas, dosis de trabajo y esquemas de
tratamiento

Con el extracto acuoso de S. torvum se prepararon diluciones de 0.8, 0.4, 0.2,
0.1, 0.05 y 0.025 g/mL en Solucién Salina Fisiologica (SSF). Cada dosis contenida en
un volumen correspondiente al 1% del peso corporal, se administré por via oro-
esofagica a sendos grupos de 10 ratones macho CD4 de 8 a 12 semanas de edad y
24 horas después se determiné la tasa de mortalidad. A los ratones sobrevivientes se
les administr6 una dosis diaria hasta acumular cinco dosis. Veinticuatro horas
después de cada aplicacion se sangraron 2 ratones por lote para cuantificar
eritrocitos, leucocitos y plaquetas en sangre periférica.' Posteriormente, se
sacrificaron los animales y se aislé el fémur, se le inyecté 1 ml de SSF para contar
las celulas nucleadas totales de la médula ésea. Simultaneamente, se utilizd un
grupo de ratones testigo que recibié por la misma via y esquema de tratamiento SSF.
Estos ensayos se iniciaron con S. torvum, ya que de las plantas utilizadas es la unica

con propiedades toxicas reportadas (125).

Evaluacion de la actividad hematopoyética de las plantas in vivo

Se emplearon ratones macho, cepa CD, de 8-12 semanas y se mantuvieron

con ingestion libre de agua y alimento hasta 8 horas antes de la administracion oro-
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esofagica de una dosis diaria de 0.4, 0.2, y 0.05 g/mL de extracto disuelto en SSF
durante tres dias consecutivos (primer esquema de tratamiento). A otro grupo de
ratones se le administré una dosis diaria del extracto acuoso de Solanum torvum
durante cinco dias consecutivos (segundo esquema de tratamiento). Cada
concentracion del extracto se administré a sendos grupos de 10 ratones cada uno y
se utilizé un grupo testigo de 10 ratones que recibié solo SSF. Cuarenta y ocho horas
después de la ultima dosis todos los ratones se anestesiaron con éter y se sangraron
por puncién cardiaca. La sangre se colecté en tubos de plastico con EDTA al 0.1% y
se realiz6 una citometria hematica. Los extractos de las otras plantas se

administraron unicamente mediante el primer esquema de tratamiento.

Posteriormente, se aisld el fémur y se le inyectd 1 ml de SSF a través del
canal medular; las células se colectaron en un tubo de plastico y se contaron las

células nucleadas totales al microscopio de luz en campo claro con objetivo de 40X.

Los resultados se expresaron como la media aritmética de las
determinaciones + error estandar y se realizé la prueba de t de Student para pares
de datos no agrupados, comparando cada grupo tratado contra su grupo testigo y se

consideré significancia estadistica cuando p<0.05.
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Induccién de anemia aplastica en ratones mediante la administracion
subcutanea de benceno

Se emplearon 120 ratones macho CD,, de 8 a 12 semanas de edad, los
animales se pesaron y mantuvieron con ingestién libre de alimento y de agua filtrada
con membranas Millipore de 0.22 um. Los animales se distribuyeron en dos grupos
de 60 ratones, divididos a su vez en cuatro subgrupos A1, B1, C1y D1, A2, B2, C2,y
D2 con 15 ratones cada uno. A los grupos A1, B1 y C1 se les inyecté por via
subcutanea benceno (2 ml/kg) diluido v/v con aceite de maiz. El benceno se
administr6 diariamente de lunes a viernes (primer esquema de induccion

utilizado) hasta completar 10, 15 y 20 dosis, respectivamente.

A los ratones de los grupos A2, B2 y C2 se les inyectd por via subcutanea el
benceno tres dias alternados de la semana con dos de descanso (segundo
esquema de induccidén) hasta completar las 10, 15 y 20 dosis, respectivamente. Los
grupos D1 y D2 fueron los testigos correspondientes y recibieron por la misma via y

calendario el aceite de maiz.

Dos dias después de la Ultima inoculacién, 10, 15 6 20 segun el caso, los
ratones se pesaron, se anestesiaron con cloroformo y se sangraron por puncion
cardiaca. La sangre se colectd en tubos con EDTA en polvo al 0.1 % y se les realizé

una citometria hematica completa. Los animales se revisaron para determinar la
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presencia de hematomas, sangrado de mucosas, lesiones cutaneas, se revisaron los

organos internos.

Para el recuento de células nucleadas totales y de megacariocitos de la
médula ésea, se aislé el fémur y se inyectd 1 ml de disolucién salina fisioldgica por el
canal medular. La suspensién celular se diluyé 1:20 con soluciéon de Turk y se
cuantificaron las células nucleadas en un hemocitémetro mediante microscopia de

campo claro, los megacariocitos se contaron en camara de Hatch.
Los resultados se expresaron como la media aritmética + error estandar y la

comparacion de medias para pares de datos no agrupados. Se aplicaron las pruebas

de ANOVA multivariada (R de Rao) y LSD de Fisher (123).
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RESULTADOS

Actividad hematopoyética de Sofanum torvum Sw. in vitro

El extracto acuoso increment6 2.4, 2.3, 1.8, 2.4 veces la concentracion de
células en los cultivos de médula 6sea expuestos a las concentraciones de 0.4, 0.2,
0.1 y 0.05 g/mL, respectivamente. Con estas mismas concentraciones, el extracto
metandlico incrementd 3.9, 3.7, 39 y 3.8 veces la concentracion celular,
respectivamente. (Figura 9). Los aumentos en la cuenta de células con ambos
extractos son estadisticamente significativos (p<0.02) respecto a los cultivos testigos.
No se encontré diferencia entre la actividad hematopoyética con la concentracion de

0.4 g/mL del extracto acuoso respecto a las otras dosis.

Células X 10*/mL
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0.4 g/mL 0.2 g/mL 0.1g/mL 0.05g/mL Testigo

A Agua & Metanol O Solucién Salina

Figura 9. Actividad hematopoyética de S. forvum en cultivo de médula ésea
de ratén. Media + Error estandar, (n=8).
*p<0.02 todos los extractos respecto al testigo.
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El extracto clorofémico estimulé la proliferacion de células de médula ésea, a
la concentraciéon de 0.2 g/mL se incrementé 2.6 veces la concentraciéon celular. Con
esta misma concentracion el extracto hexanico aumenté 3.5 veces la concentraciéon

celular respecto a los cultivos testigos (Figura 10).

Células X 10*/ml,
35

30 -
25 -

20 -

15 -

10 -

-

0.4 g/mL 0.2 g/mL 0.1 g/mL 0.05 g/mL Testigo
? @ Cloroformo B Hexano OSolucion Salina |

Figura 10. Actividad hematopoyética de los extractos cloroférmico y hexanico de
S. torvum en cultivo de médula 6sea de ratén. Media + Error estandar,
(n=8). *p<0.01, **p<0.001 respecto al testigo.

El extracto acuoso estimuld la proliferacién de las células de bazo en cultivo
incrementando 4.2 y 2 veces la concentracion celular a las concentraciones de 0.4 y
0.2 g/mL, respectivamente (Figura 11), en tanto que, el extracto metandlico a esas
mismas concentraciones incrementd 4 y 2.1 veces la concentracién celular,
respectivamente. Incrementos que son estadisticamente significativos (p<0.01)

respecto a los cultivos testigos. A concentracién de 0.4 g/mL de ambos extractos se
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presentd mayor actividad hematopoyética que a dosis de 0.2 g/mL del mismo

extracto (p<0.001).

Células X 10%/ml.
40 -

35
30 -

25 -

HH

0.2 g/mL Testigo

B Agua 3 Metanol 0 Solucién Salina

Figura 11. Actividad hematopoyética de los extractos acuoso y metandlico
de S. torvum en cultivo de bazo de ratén. Media £ Error estandar,
(n=8). *p<0.01, **p<0.001 respecto al testigo.

Respecto a los cultivos testigos libre de extracto o con extracto de Phytolacca
americana, los extractos disueltos en el aceite de maiz, a la concentracion de 0.4
g/mL no estimularon la proliferacién de células de médula ésea (Figura 12). En esta

serie de experimentos, se incluyé un segundo testigo para determinar la capacidad
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mitogénica de los extractos de S. torvum respecto a P. americana que contiene un
mitbgeno ampliamente utilizado en el cultivo de células hematopoyéticas. A las
concentraciones de 0.2, 0.1 y 0.025 g/mL los extractos acuoso, metandlico y
cloroférmico, fueron francamente estimulantes en relaciébn con los testigos
mencionados anteriormente (p<0.05). A la concentracion de 0.05 g/mL, Gnicamente
el extracto metandlico presentd actividad hematopoyética, incrementando 2.6 veces

la cuenta celular. -

El aceite de maiz disolvid mejor los extractos cloroférmico y hexanico que el
suero sanguineo, sin embargo la actividad del extracto hexanico en aceite de maiz
fue pobre con respecto al disuelto parcialmente con suero sanguineo, excepto a la

concentracion de 0.2 g/mL (Figura 12).

En el cultivo testigo de aceite de maiz (disolvente), no se observé estimulacién
sobre la proliferacion de células de médula 6sea, de hecho la cuenta de células

disminuy6 83% respecto al cultivo testigo libre de extracto (Figura 12).
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Células X 10%/mL
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Figura 12. Actividad hematopoyética de los extractos de S. forvun disueltos en
aceite de maiz. Media = Error estindar, (n=5).
e *p<0.0S respecto a los testigos 1y 3
e *¥*p<(.001 respecto a todos los extractos.
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ENSAYOS /N VIVO

Determinacién de las dosis toxicas y dosis de trabajo

Es importante mencionar que los ensayos de toxicidad se iniciaron con el
extracto acuoso de S. forvum, debido a que de las plantas estudiadas, ésta es la

unica que es considerada toxica para el hombre y algunas especies animales (125).

Del grupo de 10 ratones inoculados con 0.8 g/mL del extracto acuoso de S.
torvum, 60% murieron antes de las 24 horas, 20% murié antes de las 48 horas y el
20 % restante sobrevivié hasta las 96 horas. En la necropsia de los animales que
murieron antes de las 24 y 48 horas se observaron multiples coagulos en higado y

bazo.
Actividad hematopoyética de Solanum torvum Sw in vivo

En la tabla 5 se puede observar que ninguna de las dosis usadas del extracto
acuoso produjo variacién en la concentraciéon de eritrocitos, lo cual fue corroborado

con los valores de hemoglobina y hematécrito en sangre. Sin embargo, se observd

un incremento estadisticamente significativo en la cuenta de reticulocitos.
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Tabla S. Concentracion de eritrocitos y de otros parametros eritroides en
ratones tratados con el extracto acuoso de S. torvum

Dosis  Eritrocitos X10™/L - Hemoglobina Hematécrito Reticulocitos
g/mL g/dL % %
0.4 11.07 £ 0.22 16.06 £ 1.03 44.83 £ 1.89 425+ 015"
0.2 11.59 £ 0.23 15.40 £ 0.44 51.06 £ 1.91 3.00+0.20"
0.05 10.89 £ 0.28 15.46 £ 0.68 45,90 £ 2.65 242+ 019"
Testigo 11.48 £ 0.25 15.89 £ 0.99 47.10 £ 1.89 1.62+0.17

Media £ Error Estandar, (n=10). Reticulocitos *p<0.02 respecto al grupo testigo.

En la tabla 6 se puede observar que la concentracién de plaquetas no vari6 en
los ratones tratados con las diferentes dosis del extracto. Sin embargo, la
concentracion de leucocitos aumentd significativamente en los ratones tratados con

las dosis de 0.4 y 0.2 g/mL.

Por otra parte, en la médula ésea no se observdé modificacion en la
concentracion de células nucleadas, ni de megacariocitos con ninguna de las dosis
del extracto de S. torvum Sw.

Tabla 6. Efecto del extracto acuoso de S. torvum Sw sobre la produccidn de

CNT. Células Nucleadas Totales de l1a médula 6sea. Media + error estandar,
(n=10). *p<0.05 respecto al grupo testigo.
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Actividad hematopoyética de Smilax aristolochiaefolia M in vitro

Las concentraciones de 0.4 y 0.2 g/mL del extracto acuoso incrementaron el
nimero de células de médula ésea en cultivo 2 y 1.4 veces, respectivamente
(p<0.01). El extracto metandlico a las concentraciones de 0.4, 0.2, 0.1 y 0.05 g/mL
incrementd 2.5, 2.4, 1.8 y 1.5 veces el nimero de células en los cultivos de médula
Osea, respectivamente. Los incrementos celulares obtenidos con este extracto fueron
significativos estadisticamente (p<0.01) respecto a los cultivos testigos (Figura 13).
Ademas, se puede observar que la actividad hematopoyética del extracto metandlico

es mayor que la del extracto acuoso con todas las dosis empleadas.

Células X 104mL
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0 s , 559 %% :
0.4 g/mL 0.2 g/mL 0.1g/mL 0.05g/mL Testigo
) Extracto Acuoso B Extracto Metanélico [ Solucién Salina

Figura 13. Actividad hematopoyética de los extractos acuoso y metanélico de
S. aristolochiaefolia en cultivo de médula ésea de ratén.
Media + Error estindar, (n=10). *p<0.01.
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Los extractos cloroférmico y hexanico no indujeron incrementos estadistica-
mente significativos en la concentracién de células de médula 6sea en cultivo

(Figura 14).

Células X 10/mlL

—H

0.4 g/mL 0.2 g/mL 0.1 g/mL 0.05 g/mL Testigo

8 Extracto Cloroformico B Extracto Hexanico (O Solucién Salina

Figura 14. Actividad hematopoyética de los extractos cloroformico y hexanico
de 8. aristolochiaefolia en cultivo de médula ésea de ratén.
Media + Error estandar, (n=10).

A las concentraciones de 0.4 y 0.2 g/mL del extracto acuoso se increment6 3 y
1.9 veces el nimero de células de bazo en cultivo, a estas mismas concentraciones
el extracto metandlico incrementd 5.7 y 5 veces la poblacién celular del bazo en

cultivo (Figura 15).
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Figura 15. Actividad hematopoyética de los extractos acuoso y metanolico
de 8. aristolochiaefolia en cultivo de células de bazo de ratén.
Media % Error, (n=10). *p<0.01,**p<0.001.

En las figuras 13 y 15 puede observarse que el extracto metandlico presentd
mayor actividad hematopoyética que el extracto acuoso tanto en el cultivo de médula
6sea como en el cultivo de células de bazo, en este ultimo, la proliferacién celular es

mayor en varios érdenes de magnitud.

Actividad hematopoyética de los extractos acuoso y metanélico de
Smilax aristolochiaefolia M. in vivo

Ninguna de las dosis del extracto acuoso de S. awstolochiaefolia produjo

variacion en la concentracion de eritrocitos en los ratones tratados. Sin embargo, se
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observaron incrementos significativos en la concentracién total de hemoglobina y en

el valor del hematécrito (p<0.01) con respecto al grupo testigo (Tabla 7).

Por otra parte, el extracto metandlico de esta planta no produjo variacién
alguna en la linea eritroide (Tabla 7), expresada como concentracion total de

eritrocitos, hemoglobina y hematécrito.

Tabla 7. Concentracién de eritrocitos, hemoglobina y hematdcrito en ratones
tratados con los extractos acuoso y metanolico de S. aristolochiaefolia

Dosis Extracto Metandlico
g/mL ritrocitos - ! . Eritrocitos Hemoglobina Hematécrito
21 (x10"1L) (grdL) ° (X10"1L) (g/dL) (%)

08 1“0,’15,1'(_)";" .29 £2.02" 37 .20° - 11.60+1.43 23.70+2.20 54.59+5.30
0.4 1170+ 115 2281 +1.11 4285+4.27
02 - 1250+1.80 22.82+0.92 43.12+3.85
0.1 - 1260+ 0.47 27.49+230 46.11+3.11

Testigo - 1345+0.36 26.72+1.15 45.02+5.10

Medlﬁ % Efror estandar , (n=10). *p<0.01 respecto al grupo testigo

En la tabla 7 se puede observar que el extracto acuoso de S. aristolochiaefolia
no modificé la concentraciéon absoluta de los eritrocitos, pero indujo incrementos en
los valores de hemoglobina y del hematdcrito, lo que significa, que aunque no se

produjeron nuevos eritrocitos, si se estimuld la sintesis de hemoglobina e incrementé
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el volumen celular, dando origen a eritrocitos de mayor tamafo y pigmentacion

conocidos como macrocitos hipercrémicos.

En los ratones tratados con 0.2 y 0.1 g/mL del extracto acuoso se observé
reduccién en la concentraciéon total de leucocitos del 50 y 47%, respectivamente,

variacion estadisticamente significativa (p<0.05) respecto al grupo testigo (Figura 16).

En contrapartida, en los ratones tratados con ~O.8, 0.4, 0.2 y 0.1 g/mL del
extracto metandlico de S. aristolochiaefolia se incrementé 1.64, 1.90, 1.8 y 2.37

veces la concentracion de leucocitos, respectivamente (Figura 16).

Células X 10°/L

25
20

15 1

0.8 g/ml 0.4 g/ml 0.2 g/ml 0.1 g/ml Testigo

0 Extracto Acuoso B Test. Acuoso B Extracto Metandlico 00 Test. Metandlico l

Figura 16. Efecto de los extractos acuoso y metandlico de S aristolochiaefolia
sobre la produccion de leucocitos in vivo. Media + Error estindar,
(n=10). *p<0.05, **p<0.001 respecto al grupo testigo
correspondiente. '
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Respecto a la concentracion de plaquetas, ninguno de los grupos de ratones
tratados con los extractos de S, aristolochiaefolia presenté variacion en la concentra-

cidn de plaguetas circulantes (Figura 17).

Plaquetas X 10'¥/L

X

T

0.8 g/ml 0.4 g/ml 0.2 g/ml 0.1 g/ml Testigo

B Extracto Acuoso O Test. Acuoso
B Extracto Metandlico O Test. Metandlico

Figura 17. Efecto de los extractos acuoso y metandlico de S. aristolochiaefolia
sobre la concentraciéon de plaquetas. Media &+ Error estandar,
(n=10).

En estos grupos no se pudo realizar la cuenta de reticulocitos y de células
nucleadas totales de la médula Osea, por lo que se desconoce el efecto mielo-

poyético de S. aristolochiaefolia in vivo.
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Actividad hematopoyética de Plantago major in vitro

En la figura 18 se puede observar que los extractos acuoso y metandlico
estimularon la proliferacion de células de la médula 6sea en todas las
concentraciones ensayadas. La actividad hematopoyética de ambos extractos fue
similar a concentraciones de 0.4, 0.2 y 0.1 g/mL, lograndose incrementos de 3.7 a 5
veces en la concentracién celular respecto a los cultivos testigos. Sin embargo, a la
dosis de 0.05‘ g/mL la actividad hematopoyética del extracto metandlico fue

significativamente mayor que la del extracto acuoso (p<0.05).

Células X 10%/mL

30
*
25 -
* * * N *
20 1 1] T T
3 158 ¥ % :
101 | £ e %:
é : ‘ 133 24 ?
0 I v ] e . vy :

0.4 g/mL 0.2 g/mL 0.1 g/mL 0.05 g/mL Testigo

l Extracto Acuoso B Extracto Metandlico [0 Solucion Salina ]

Figura 18. Actividad hematopoyética de P. major en cultivo de médula 6sea
de ratén. Media = Error estandar, (n=8). * p<0.05 respecto al

cultivo testigo
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Con los extractos cloroférmico y hexanico no se observd variacion en la
concentracion celular respecto a:los cultivos testigos. Mas aln; con la concentracion
de 0.05 g/mL ambos extractos redujeron la concentracion celular 55 y 53%,

respectivamente (Figura 19).

Células X 10/mL

0.4 g/mL 0.2 g/mL 0.1 g/mL 0.05 g/mL Testigo

O Extracto Cloroférmico B Extracto Hexanico 0O Solucién Salina

Figura 19. Actividad hematopoyética de P. major en cultivo de médula 6sea
de raton. Media £ Error estandar, (n=8). *p<0.05 respecto al

testigo.

Las concentraciones de 0.4 y 0.2 g/mL del extracto acuoso incrementaron 5.3
y 4.8 veces, respectivamente la poblacién de células de bazo en cultivo; a esas

concentraciones el extracto metandlico incremento 6.7 y 3.8 veces, respectivamente
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el nimero de células con relacion al cultivo testigo (Figura 20). La concentracién de
0.4 g/mL de ambos extractos presentd mayor actividad que la concentracion 0.2

g/mL del extracto correspondiente (p<0.001).

Células X 10%/ml.
140

120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20

0

l—-—I——]

Testigo

R Extracto Acuoso ElExtracto Metandlico O Solucidon Salina

Figura 20. Actividad hematopoyética de los extractos acuoso y metanélico de
P. major en cultivo de bazo de ratén. Media = Error estindar,

(n=8). *p<0.001 respecto al testigo.

Actividad hematopoyética de Plantago major in vivo

En los ratones tratados con el extracto acuoso de P. major no se observo
variacién en la concentracion absoluta de eritrocitos, hemoglobina y de plaquetas

(Tabla 8). En ninguno de los casos se observaron diferencias estadisticamente
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significativas entre los lotes tratados con las diferentes dosis del extracto y el grupo

testigo.

Tabla 8. Efecto del extracto acuoso de P. major sobre la hematopoyesis de raton in vivo

7.48 + 1.01 4745%528  257+0.77 2602027
02 1017 +157  44.83+4.13 153+ 0.15 3.03 + 047
0.1 9014120  4277+525  1.80+0.36 322 +0.35

Media £ Error estandar, (n=10). p>0.05, No significativa respecto al grupo testigo.

Tampoco se observaron diferencias estadisicamente significativas en I|a
cuenta diferencial de leucocitos y reticulocitos entre los grupos tratados con el
extracto acuoso y el grupo testigo. En estos experimentos no se obtuvo la médula

Osea, por lo que se desconoce el efecto del extracto acuoso sobre la produccion de

celulas mieloides in vivo.
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Actividad hematopoyética de Anemopsis californica Nutt in vitro

Los extractos acuoso y metandlico estimularon la proliferacién de células de
medula 6sea en cultivo, con la concentracién de 0.8 g/mL se incrementé 1.97 y 2.57
veces, respectivamente el nimero de células en comparacién con los cultivos testigo

(Figura 21).

El extracto metandlico presento un efecto estimulante aparente. Sin embargo,
debido a los valores amplios de la desviacion esténdar, las diferencias entre los
cultivos tratados y los testigos no resultaron ser estadisticamente significativas

(Figura 21).

-

Células X 10Y/mL

*

08g/mL 04g/mL 02gmL 01gmL 0.05g/mL Testigo

7 Extracto Acuoso [l Extracto Metandlico O Solucion Salina

Figura 21. Actividad hematopoyética de los extractos acuoso y metanoélico
de A. californica en cultivo de médula ésea.
Media £ Error estandar, (n=10). *p<0.05 respecto al testigo.
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El extracto cloroférmico aumenté 1.6, 1.5 y 1.4 veces la concentracion de
células de médula o6sea a las concentraciones de 0.4, 02 y 0.05 g/mL,
respectivamente. En relacién con los cultivos testigos, los incrementos obtenidos

fueron estadisticamente significativos (Figura 22).

El extracto hexanico aumenté la cuenta celular 1.47, 1.44, 1.26 y 1.12 veces a
las concentraciones de 0.4, 0.2, 0.1 y 0.05 g/mL, respectivamente. Con excepcion de
la concentracion de 0.05 g/mL, los demas incrementos en la celularidad son
estadisticamente significativos (p<0.001). En la figura 22 se observa que no existe
diferencia en la actividad hematopoyética entre los extractos cloroférmico y hexanico

con las concentraciones ensayadas.

Células X 10%mL -
10 '
9 - *
8 _
7 A
6 - .
5 - L
' T
3 - s
2 1 i
0 - = el
04g/mL 02g/mL 01g/mL 0.05g/mL Testigo
@ Extracto Cloroformico Extracto Hexanico
O Solucion Salina

Figura 22. Actividad hematopoyética de los extractos cloroféormico y
hexanico de A. californica en cultivo de médula 6sea de raton
Media % Error estandar, (n=10). *p<0.001 respecto al testigo.
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De los resultados presentados hasta ahora, Unicamente los extractos
cloroféormico y hexanico de A. californica y de S. torvum, presentaron actividad
hematopoyética similar o mayor- que los extractos acuoso y metandlico

correspondientes.

Por otra parte, el extracto acuoso incrementé 7.3 y 7.8 veces la cuenta de
células de bazo en cultivo a las concentraciones de 0.4 y 0.2 g/mL, respectivamente,

con sendos valores de p<0.05 y p<0.025, respectivamente (Figura 23).

En relaciéon con los cultivos testigos, las concentraciones de 0.4 y 0.2 g/mL del
extracto metandlico incrementaron 9.0 y 7.3 veces, respectivamente, la concentra-

cion de células de bazo en cultivo (Figura 23).

Células X 10¥/mL

50

40 . x x

30

20

10

0 | | ]
Testigo
Extracto Acuoso [JExtracto Metanélico O Solucién Salina

Figura 23. Actividad hematopoyética de A. californica en cultivo de células
de bazo de ratéon. Media + Error estandar, (n=10) .
*p<0.025, respecto al testigo.
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Actividad hematopoyética de Anemopsis californica Nutt in vivo

El extracto acuoso de A. californica no produjo variacion en la concentracion
absoluta de eritrocitos y plaquetas con las dosis de 0.4 y 0.2 g/mL (Tabla 9). En este
caso, las determinaciones se realizaron en forma automatizada en un contador de
células Coulter Coqnter Z1, presentandose gran dispersion en los valores de la
desviacién estandar, por lo que al hacer el andlisis estadistico no se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas .entre los grupos tratados con el extracto y

el grupo testigo.

Tampoco se observo variacién en la concentracién de leucocitos en sangre
periférica o de células nucleadas en la médula ¢sea (Tabla 9), lo que demuestra que

no existe efecto hematopoyético de este extracto con las dosis de 0.4 y 0.2 g/mL.

Los ratones a los que se les administraron las dosis de 0.4 y 0.02 g/mL del
extracto acuoso de A. californica no presentaron variaciones hematologicas. Sin
embargc, la dosis mas baja (0.05 g/mL) causé la muerte al 70% de los ratones
tratados. Los ratones sobrevivientes no presentaron variacién en la concentracién
absoluta de eritrocitos, pero se observaron incrementos significativos en la cuenta de
leucocitos y plaquetas y disminucion en la cuenta de células nucleadas de la médula

6sea dando un cuadro de hipoplasia aguda.
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Tabla 9. Efecto del extracto acuoso de A. californica sobre la hematopoyesis
de ratoén in vivo.

Dosis  Eritrocitos X10''/L  Leucocitos X10*/L Plaquetas X 10""/L.  C.N.T. X10°/L

Testigo 1.6 £0.55 50081 120£093 7042212

C.N.T. Células nucleadas totales de 1a médula 6sea. Media % error estandar,
(n=3). * p<0.0S respecto al grupo testigo.

Actividad hematopoyética de Amphypterygium adstringens Schl. in vitro

El extracto acuoso estimulé la proliferacién celular en el cultivo de médula
6sea, provocando 2.3, 1.7, 3.1 y 2.9 aumentos en la cuenta final de células a la
concentraciones de 0.4, 0.2, 0.1 y 0.05 g/mL, respectivamente (Figura 24) en todos
los casos los incrementos en el numero de células son estadisticamente

significativos (p<0.025).

Con el extracto metandlico no se observo diferencia en la celularidad entre los

cultivos tratados con las diferentes concentraciones del extracto y el cultivo testigo

(Figura 24).
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Células X 10Y/mL
80
S 59 ° 1.7
60 - . 33 b
40 [ . > 43
30 [ T g: § 33
20 - % = v v §3§ -+ T
ol B R : R
0.4 g/mL 0.2 g/mL 0.1 g/mL 0.05 g/mL Testigo
Extracto Acuoso Extracto Metanolico
O Solucion Salina Fisiologica :

Figura 24. Actividad hematopoyética de los extractos acuoso y metanélico de
A. adstringens en cultivo de médula. Media £ Error estandar,
(n=10). *p<0.025 respecto al testigo.
En los cultivos de médula 6sea tratados con los extractos cloroférmico y

hexanico no se observd diferencia en la concentraciéon celular con respecto a los

cultivos testigos (Figura 25).

Células X 10*/mL

0.4 g/mL 0.2 g/mL 0.1g/imL 0.05g/mL Testigo

Extracto Cloroférmico El Extracto Hexanico [JSolucién Salina

Figura 25, Actividad hematopoyética de los extractos cloroférmico y hexdnico
de A. adstringens en cultivo de médula 6sea de ratén.
Media * error estindar, (n=10).
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Por otra parte, los extractos acuso y metandélico estimularon la proliferacion
celular en el cultivo de células de bazo a las concentraciones de 0.4 y 0.2 g/mL
(Figura 26), con la concentracion de 0.4 g/mL el extracto acuoso incremento 5.8
veces la cuenta celular, sin embargo, el extracto metandlico mostré6 menor efecto
estimulante (2.26 veces), en cambio con la concentracion de 0.2 g/mL la actividad

hematopoyética de ambos extractos fue similar.

Células X 10*/mL

45 :
40« T * % * %k
35 A
30 A
25‘ *
20 -
15 -
10 -
5 -
0

Hi

Testigo

& Extracto Acuoso B Extracto Metanélico [0 Solucion Salina

Figura 26. Actividad hematopoyética de los extractos acuoso y metandlico
de A. adstringens en cultivo de células de bazo de ratén.
Media £ Error estandar, (n=10). *p<0.025, **p<0.001 respecto
al testigo.
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Actividad hematopoyética de Amphypterygium adstringens in vivo

Los ratones inoculados con el extracto acuoso de A. adstringens no
presentaron variacion en la produccion de la linea eritroide, evaluada por la
concentracion de eritrocitos, reticulocitos y el valor del hematécrito (Tabla 10). Sin
embargo, a la dosis de 0.2 g/mL se incrementd significativamente la cuenta de
leucocitos en relacion con el grupo testigo o los grupos tratados con las dosis de 0.1

y 0.05 g/mL.

Respecto a las variaciones en la concentracion de plaquetas, Unicamente el
grupo de ratones que recibié la dosis de 0.05 g/mL presentd un incremento

estadisticamente significativo en la concentracion de plaquetas (Tabla 10).

Tabla 10. Efecto del extracto acuoso de A. adstringens sobre la hematopoyesis
de raton in vivo

Dosis Eritrocitos Hematécrito  Reticulocitos Leucocitos Plaquetas
g/mL X10"/L T (%) (%) X10°%/L X10"L

0.2 1.7 £0.32
0.1 1.5+0.21
0.05 *1.9 £0.03
Test. | /138 16 £ 0.20

Médla + Error Estandar, (n=8). " <0.05 respécto alvgrupo testigo.
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De los extractos probados de A. adstringens, so6lo el extracto acuoso de la
planta presenté actividad hematopoyética en cultivos de meédula ésea. Dicha

actividad fue mayor en los cuitivos de células de bazo.

Con el propésito de conocer el efecto de estas plantas o sus extractos sobre la
hematopoyesis patolégica, esta tesis incluyé el disefio y estandarizacién del modelo
de anemia aplastica inducida con benceno, mismo que se utilizara en estudios
futuros para evaluar en el animal integro la actividad hematopoyética de las plantas
aqui estudiadas y de otras especies utilizadas empiricamente para corregir las
alteraciones en la produccidn de ceélulas sanguineas o sus precursoras de la médula
osea. En la siguiente seccion se presentan los resultados correspondientes a la

induccién de anemia aplastica en ratones mediante la administraciéon de benceno.
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INDUCCION DE ANEMIA APLASTICA EN RATONES MEDIANTE LA
ADMINISTRACION DE BENCENO

Peso corporal

Todos los ratones tratados con benceno mediante el esquema 1 (una dosis
diaria de benceno durante tres dias consecutivos), mostraron irritabilidad, alopecia de
distintos grados, aletargamiento, adinamia, lesiones cutaneas y la pérdida promedio
de 42% de peso corporal respecto al grupo testigo. En los ratones tratados mediante
el esquema dos (una dosis de benceno en tres dias alternados) la pérdida de peso

corporal fue del 12% hasta liegar a las 20 dosis.

Peso esplénico

En el examen postmortem de los ratones tratados con los esquemas 1y 2 no
se observaron alteraciones en los 6rganos internos, excepto en el bazo cuya masa
disminuyd 68% en los fatones del esquema 1 respecto a los controles (p<0.001). En
el bazo se observaron areas necréticas desde la zona media del ileo a la region
caudal. En los ratones tratados mediante el esquema 2, el bazo perdié 48% de su

masa respecto al grupo testigo y no se observaron zonas necréticas.
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Concentracion de eritrocitos

En los grupos tratados con 10 dosis de benceno no se observaron variacio-
nes en la concentracién de eritrocitos (Figura 27). Sin embargo, al llegar a las 15
dosis se observé una disminucién del 26% (p<0.001) con respecto al grupo testigo, la
cual se mantuvo hasta las 20 dosis. En los ratones tratados mediante el esquema 2
no hubo una disminucion significativa en la concentracion de eritrocitos respecto al
grupo testigo, pero disminuy6 28 y 26 % al llegar a las 15 y 20 dosis, respectiva-

mente (Figura 27).

Eritrocitos X 10'*/L

3
2 B
—{}— CONTROL 1
1 — < — BENCENO 1
-- & - -CONTROL 2
—~ O — BENCENO 2
0 { H T

0 10 15 20
DOSIS DE BENCENO

Figura 27. Concentracion de eritrocitos en ratones tratados con
benceno mediante dos esquemas de administracion
Media £ Error estandar , (n=15). p<0.001 respecto a
los grupos testigos.
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Ademas del cambio en la concentracién total de eritrocitos, en los ratones
tratados mediante el esquema 1, se observaron anormalidades morfologicas eritroi-
des como poiquilocitosis, anisocitosis, equinocitosis e hipocromia, mientras que en
los ratones tratados mediante el esquema 2 no se observaron estas alteraciones

morfologicas.

En los ratones tratados con el esquema 1, la concentracion media de
hemoglobina corpuscular disminuyé 19 y 20% a las 15 y 20 dosis de benceno,
respectivamente en comparacion con los ratones del grupo testigo (Tabla 11). El
valor medio del hematécrito disminuyd significativamente a las 15 y 20 dosis. En
contraste, en los ratones tratados con benceno mediante el esquema 1, el volumen
corpuscular medio no presenté variacion respecto al grupo testigo. Sin embargo, en
este mismo grupo la concentracion de reticulocitos fue 3.4 veces mayor que en el

grupo testigo (Tabla 11).

En los ratones tratados con benceno mediante el esquema 2, los grupos que
recibieron 10, 15 y 20 dosis presentaron una disminucién de hemoglobina a 21, 32 y
22 %, respectivamente. El hematécrito disminuyé 20% en los animales que
recibieron 10 dosis, 43 y 36% en los grupos que recibieron 15 y 20 dosis,

respectivamente (Tabla 11).
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parametros eritroides

No. De CONTROL 1 BENCENO 1 CONTROL 2 BENCENO 2

DOSIS . ]
HEMOGLOBINA 0 11.39 +/- 1.053 11.39 +/- 1.053 9.538 +/- 1.201 9.871 +/- 0.874 |
(g/dL) 10 10.16 +/- 0.684 9.96 +/- 0.879 10.874 +/- 1.462 8.546 +/- 1.24* |
15 9.91 +/-0.742 9.31 +/- 0.481 10.853 +/- 1.301 7.174 +/-1.308* |
20 10.31 +/- 0.070 8.25 +/- 1.227* 10.751 +/- 1.068 7.092 +/- 1.383% |
HEMATOCRITO 0 51.08 +/- 1.52 38.30 +/- 1.32* 43.98 +/- 2.81 39.28 +/-0.96 |
(%) 10 49.52 +/- 1.99 36.45 +/- 2.60* 40.48 +/-2.27 25.78 +/-1.81* |
15 4554 +/- 1.51 38.47 +/- 1.82* 39.27 +/-2.10 22.36 +/- 0.86* |
20 44.80 +/- 0.77 39.98 +/- 2.92* 45.30 +/-2.58 28.73+/-1.01* |
VOLUMEN 0 186.11 +/- 7.22 163.25 +/- 9.38 195.07 +/- 2.82 154.16 +/- 11.2° |
CORPUSCULAR 10 259.94 +/- 5.76 164.15 +/- 28.4 164.62 +/- 44.31 9593 +/-8.81 |
MEDIO VCM 15 189.35 +/- 4.31 198.07 +/- 1.6 160.32 +/- 17.71 130.92 +/-5.17 |
(fL) 20 204.31 +/- 178 200.0 +/- 38.16 177.04 +/- 12.97 218.14 +/-7.40 |
CONCENTRACION A 0 42.64 +/- 2.47 39.41 +/- 2.53 44.07 +/- 3.46 37.35+/-459 |
MEDIA DE HEMOGLOBINA 10 54.12+/-3.13 45.29 +/- 7.01 4455 +/- 8.68 39.55+/-3.36 |
M.H.C. 15 41.07 +/- 2.61 48.11 +/-5.55 44.30 +/- 3.51 43.01+/-244
(pg) 20 46.88 +/- 9.19 40.77 +/- 7.61 53.88 +/- 1.10 52.46 +/-2.13
HEMOGLOBINA 0 18.70 +/- 1.26 29.85 +/- 1.91 22.70 +/- 3.94 25.25+/-141
CORPUSCULAR MEDIA 10 20.86 +/- 2.60 27.29 +/- 5.51 27.41 +/- 1.64 35.55 +/- 1.64
15 21.80 +/- 1.51 2417 +/- 3.51 27.32 +/- 0.36 33.18+/-0.36
(M.C.H.C.) (%) 20 23.34 +/-0.73 20.59 +/- 2.47 23.71 +/- 1.43 25.67 +/-1.43
RETICULOCITOS 0 0.008 +/-0.0002  0.019 +/- 0.0029 0.008 +/- 0.0003 0.007 +/- 0.0020

(%) 10 0.003+/-0.0005  0.028 +/- 0.0040 0.007 +/- 0.0003 0.010 +/- 0.0040
15 0.005 +/-0.0002  0.013 +/- 0.0050 0.006 +/- 0.0002 0.018 +/- 0.0080
20 0.003 +/-0.0005  0.007 +/- 0.0020 0.005 +/- 0.0002 0.002 +/- 0.0003 |

Media * Error estindar, (n=15). *p<0.05 respecto al grupo testigo correspondiente.
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Plaquetas

En los ratones tratados con benceno mediante el esquema 1 la concentracion
de plaquetas disminuyd 20% a las 10 dosis. Sin embargo, al llegar a las 20 dosis la
cuenta de plaquetas no solo se recuperé sino que se incrementé 2.83 veces respecto
al grupo testigo alcanzando una media de 4.35 X 10'%/L (Figura 28). En los ratones
tratados con benceno mediante el esquema 2 la concentracion de plaquetas se
mantuvo sin variacién de las 0 a las 10 dosis y disminuy6 55 y 59% a las 15y 20
dosis, respectivamente, reduccién que es altamente significativa respecto al control

(Figura 28).

Plaquetas X 10"'/L

1.5 4 [ —O—CoNTRoOL 1 .
— < — BENCENO 1 N

111 --a--controL2 é‘ """"" '§

0.5 | — O —BENCENO2

0 T T T
0 10 15 20

DOSIS DE BENCENO

Figura 28. Concentracion de plaquetas en ratones tratados con
benceno mediante dos esquemas de administracion.
Media = Error estindar, (n=15).
p<0.001, a l1as 15 y 20 dosis respecto al grupo testigo.
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Leucocitos

Como se muestra en la figura 29, la cuenta de leucocitos disminuyd
significativa y proporcionalmente al numero de las dosis administradas, hasta llegar a

la dosis 20 donde se tiene la maxima reduccion de 80% respecto al grupo testigo.

En los ratones tratados mediante el esquema 1 la concentracion de leucocitos
disminuyo 66% a las 10 dosis, se incrementé nuevamente a las 15 dosis sin alcanzar
los valores normales de concentracion y disminuyeron nueva-mente al 60% al llegar
a las 20 dosis. La reduccidn en la cuenta de leucocitos totales en los ratones tratados

con benceno fue altamente significativa respecto al grupo testigo (Figura 29).

LeucocitosX 10°/L

18 -

|  —{O—CONTROL 1 — 0 — BENCENQ 1 - 'g
- < #r - -CONTROL 2 — O — BENCENO 2

0 10 15 20
DOSIS DE BENCENO

Figura 29. Concentracion de leucocitos en ratones tratados con benceno

mediante dos esquemas de induccién.

Media = Error estandar, (n=15), p<0.001 respecto al grupo
testigo a las 10, 15 y 20 dosis
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Cuenta diferencial

En relacion con el grupo testigo, en los ratones tratados con el esquema 1, la
cuenta diferencial de leucocitos reportdé reduccion del 18% en la concentraciéon
relativa de linfocitos e incremento promedio del 54, 53 y 57% en la cuenta de

neutréfilos, monocitos y eosindfilos, respectivamente (Tabla 12).

Tabla 12. Cuenta diferencial de leucocitos de ratones tratados con benceno
mediante el esquema uno.

LOTE TRATADO ' DOSIS DOSIS DOSIS  DOSIS
celulas'(%) g 20

BASOFILOS
_EOSINOFILOS

MONOCITOS .
“NEUTROFILO 340

LINFOCITOS

61.6

LOTE TESTIGO
BASOFILOS
FEOSINGFILOS

LINFOEITOS

Cuenta de 500 células por frotis sanguineo
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En los ratones tratados mediante el esquema 2 la cuenta diferencial presentd
una reduccién del 26, 27 y 24 % en la cuenta de linfocitos a las 10, 15 y 20 dosis,
respectivamente, en tanto que al llegar a la dosis 20, la concentracion de neutrofilos,

monocitos y eosindfilos se incrementd 84, 68 y 77%, respectivamente (Tabla 13).

Tabla 13. Cuenta diferencial de ratones tratados con benceno mediante el
esquema dos.

LOTE TRATADO DOSIS DOSIS DOSIS DOSIS
.. .Células (%) 0 gy
BASOFILOS
EOSINOFILOS
MONOCITOS
 NEUTROFILOS
LINFOCITOS

576 L

Wik

IS DOSIS

LOTE TESTIGO
B 10

. Células (%)

BASOFILOS

“EOSINOFILOS 1.2

MONOCITOS 1.7

ENEUTROFILOS =% 200194 w18
LINFOCITOS 772 77.7 76.4 79.4

Cuenta de 500 células pro frotis sanguineo
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Concentracion de células nucleadas de la médula 6sea

Todos los ratones tratados con benceno presentaron reduccion acentuada de
las células nucleadas de la médula ésea femoral. Al comparar estos valores con los
de los testigos correspondientes, la disminucion fue del 47, 69 y 51 % al llegar a las

10, 15 y 20 dosis, respectivamente (Figura 30).

En los ratones del esquema 2, también se redujo la concentracién de células
nucleadas de la médula 6sea femoral. Dicha reduccién represent6 42, 33 y 65% y se

consiguié con las 10, 15 y 20 dosis, respectivamente (Figura 30).

Células X 10°/L

0 10 15 20
No. DE DOSIS
——BENCENO 1 —+— CONTROL 1 —— BENCENO 2 —¢-CONTROL 2

Figura 30. Concentracion de células nucleadas en la médula 6sea de ratones
tratados con benceno mediante dos esquemas de inducci6n.
Media * Error estandar, (n=15). p<0.05, respecto a los grupos
testigos a las 10, 15 y 20 dosis.
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En conjunto, los animales tratados con benceno presentaron los signos
clasicos de intoxicacion aguda por benceno, se observé que el cuadro fue mas
severo en los ratones tratados con benceno mediante el esquema 1. El andlisis
histopatolégico del bazo de estos animales mostrd zonas necréticas, las cuales no se

desarrollaron en los ratones tratados mediante el esquema 2 (B2).
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DISCUSION

En la literatura cientifica y en el banco de datos NAPRALERT de la
Universidad de lllinois en Chicago (126), no existen reportes respecto a la capacidad
de las plantas estudiadas para estimular la produccion de células sanguineas o de
sus precursoras mieloides o linfoides. Considerando que se trabajo con extractos
crudos no es posible atribuir a ningun compuesto o grupo de compuestos la
capacidad hematopoyética de la mayoria de los extractos in vitro. Sin embargo, al
comparar la composicion quimica reportada para cada una de las
plantas(85,90,91,96,112), con excepcién de A californica, el resto de las especies

contienen saponinas.

S. torvum tiene ademas una serie de hidrocarburos de peso molecular
elevado. P. major, tiene flavonoides, acidos grasos, polisacaridos y terpenos,
mientras que A. californica presenta gran variedad de aceites esenciales como
componentes mayoritarios (90), el efecto hematopoyético que presentaron los
extractos podria vincularse con la presencia de algunos de estos compuestos en las

especies evaluadas.

Cualesquiera que sean los compuestos con actividad hematopoyética en los
extractos evaluados y la forma en la que actian, en las figuras en donde se presenta
la actividad hematopoyética de los extractos acuoso y metandlico en cultivos de

médula ésea y de bazo, se observa que en los segundos, el incremento en el nimero
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de células al final del cultivo es varias veces mayor que en la médula 6sea, no
obstante que en ambos casos se sembré el mismo nimero de células. Esta
diferencia podria atribuirse a que en la médula ésea sélo un 30 a 40% de la
poblacion total tienen capacidad de multiplicacion, mientras que en el bazo el 70 a
80% de las células son linfocitos B y T con amplia capacidad de proliferacién. En las
células de la médula ésea el tiempo de duplicaciéon es de 15 a 32 horas, en tanto que
en las células del bazo es de 15 horas, mismo que en presencia de mitégenos o de
antigenos puede reducirse a 6 horas (127,128). Esta diferencia en la capacidad de
proliferaciéon también se ha demostrado in vivo, al transplantar células de bazo y de
médula 6sea en sendos grupos de ratones irradiados letalmente con rayos X
(Bentfeld-Barker y Shooley, 1981). Estos autores reportaron que el tiempo de
recuperacion de los ratones transplantados con células de bazo fue 2.5 veces menor
que en los transplantados con médula 6sea, lograndose ademas una celularidad 3

veces mayor (129).

Estos ensayos in vivo se correlacionan con nuestros resultados in vitro. En los
cultivos de médula ésea la cuenta de células se incrementé de 1.6 a 3.10 veces con
los extractos acuoso y metandlico, mientras que en los cultivos de bazo el
incremento en el nimero de células fue de 2.25 a 8.5 veces, respectivamente. En los
cultivos testigos también se observé diferencia entre la médula ééea y el bazo, la
primera incrementd su poblaciébn 1.7 veces respecto a la concentracién inicial,
mientras que en el bazo, dicho incremento fue de 4.1 veces. Estos resultados

muestran que las condiciones para el desarrollo de ambos tipos de células fueron
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adecuadas, ya que aln en ausencia de los extractos pudieron multiplicarse, pero lo

hicieron mayormente en presencia de éstos.

En el presente trabajo, la mayoria de los extractos acuoso y metandlico
estimularon la proliferacién in vitro de las células de médula 6sea y/o del bazo de
ratones sanos, antecedente importante ya que las células proliferantes del bazo son
principalmente los linfocitos B y T, estos Gltimos producen citocinas y otras moléculas
que en conjunto estimulan la produccién de células de los sistemas hematopoyético
e inmune, lo que permite al individuo dar una respuesta inmune adecuada ante la
presencia agentes agresores, bien sean microorganismos, células cancerosas,
téxicos quimicos, etc, lo que abre la un campo de estudio acerca de los posibles

efectos inmunoestimulantes de las plantas empleadas en este estudio.

El que el extracto la mayoria de los extractos acuosos acuoso no haya
estimulado la hematopoyesis in vivo, podria atribuirse a que la administracién por la
via oro-esofagica, expone al producto al ataque de las enzimas de la saliva, del
tracto digestivo o del plasma sanguineo, causando una pérdida de la actividad
hematopoyética o bien, siendo animales sanos, cabe suponer que los mecanismos
de defensa inespecificos pudieron reconocer al extracto como material extrafio y

actuar contra el (130).

Respecto a los ratones tratados con la dosis de 0.05 g/mL del extracto acuoso

de A. californica que provocé la muerte al 70% de los ratones tratados y que a dosis
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de 0.4 y 0.2 g/mL permitié la sobrevivencia de los ratones sin causar alteraciones
hematolégicas, podria relacionase con la presencia de algun compuesto que se
encuentra en baja concentracion en el extracto y que tiene un efecto que contrarresta
la toxicidad, en la medida en que la muestra (extracto) se diluye, su accién es minima

o se pierde quedando sélo el efecto toxico del extracto sin oponentes.

Es importante resaltar que, a pesar de que S. torvum y S. aristolochiefolia son
especies ricas en saponinas, no provocaron hemdlisis u otros efectos citotéxicos in
vivo, y que todos los extractos (excepto el cloroférmico de S. aristolochiaefolia),

estimularon la proliferacién de las células hematopoyéticas in vitro.

En relacidén con la induccién de anemia aplastica en ratones mediante la
inyeccion subcutanea de benceno, los animales tratados con este disolvente
preséntaron los signos clasicos de intoxicacién aguda, se observé que el cuadro fue
mas severo en los ratones tratados con el esquema 1 (B1). El analisis histopatoldgico
del bazo de estos animales mostré zonas necréticas, las cuales no se desarrollaron

en los ratones tratados mediante el esquema 2 (B2).

Considerando que el bazo es el érgano que normalmente regula la
concentracion periférica de eritrocitos y de plaquetas al retirar de la circulacién a los
elementos viejos o alterados morfolégicamente, el dafo al bazo por exposicién al
benceno puede haber impedido esta funcién, causando la acumulacién de plaguetas

en los ratones del grupo B1 a las 15 y 20 dosis y dando la imagen de un incremento
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en la cuenta de plaquetas, a pesar de que la médula 6sea presento hipoplasia severa

(131).

La exposicion de los ratones al benceno mediante el esquema 1 alteré la
estructura y organizacion del bazo incapacitandolo para funcionar como un érgano
hematopoyético alterno y quedando impedido para producir nuevos elementos
sanguineos, incluidas las plaquetas; a esto se atribuye la acumulacion de
megacariocitos observada en el bazo, aunque estos megacariocitos de acuerdo con
los criterios de clasificacion de Levine (132) y Boll (133), no eran productores de
plaquetas. Aunado a lo anterior, esta la regulaciéon negativa de la linea megacario-
cito-plaqueta, lo que en conjunto refuerza un aparente incremento en la
concentraciéon de plaquetas a pesar del dafo medular causado a los ratones del
grupo B1 a las 15 y 20 dosis. Esto es, el incremento en la cuenta de plaquetas se
debe mas a una estancia prolongada de las mismas en la sangre que a la produccién

de nuevos elementos.

La cuenta de eritrocitos disminuyé en menor proporcién a lo esperado,
nuevamente esto podria explicarse por el dafio que impidi6 el retiro de eritrocitos de
la circulacién, aun cuando presentaban alteraciones morfolégicas (acantocitos y
equinocitos, esferocitos). La anemia moderada en los ratones del grupo B1 también
puede ser debida a una recuperacion en el nimero de eritrocitos circulantes como un

mecanismo de regulacion compensatoria.
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Los ratones tratados con el esquema 1 (B1) mostraron leucopenia severa
causada por la toxicidad directa del benceno en la médula ésea. En esta linea, el
resultado no estd enmascarado por el dafio al bazo, ya que la concentracion de
leucocitos en sangre no esta regulada por dicho érgano. Es importante sefalar que
en todos los 1B grupos (1B10, 1B15 y 1B20, 10, 15 y 20 dosis de benceno,
respectivamente) disminuyé la cuenta de leucocitos, lo cual esta asociado con un
agotamiento de la médula dsea que se manifiesta como una baja en la concentracion

de células nucleadas totales.

El incremento relativo en la cuenta de granulocitos puede ser debido a un
mecanismo de defensa inespecifico, particularmente de los neutrdfilos, o por la
produccion de los metabolitos de oxidacién del benceno (hidroquinonas) sobre la
linea celular. Experimentalmente, Henschler y colaboradores (134) han demostrado
que las quinonas e hidroxiquinonas estimulan in vivo e in vitro la proliferacion y
maduracién de las células progenitoras de granulocitos/macréfagos, dando origen a

unidades formadores de colonias de granulocitos y macréfagos.

Excepto por la trombocitosis observada en los ratones del grupo B1, el
benceno produjo en estos animales pancitopenia e hipoplasia severa de la médula
osea. Esto se explica porque los ratones metabolizan el bencend mas rapido que
otras especies animales dando origen a productos de oxidacién (fenoles, catecoles y
otros) que son altamente tdxicos para el higado, bazo y la médula 6sea, por lo que

los efectos se manifiestan mas rapido en esta especie que en otras. Tal como
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originalmente lo mostraron Till y McCulloch (11), la médula ésea de ratones tratados
con benceno, al ser transplantada en ratones irradiados letalmente, es incapaz de

regenerar la hematopoyesis en los ratones receptores (135). Esto demuestra que el

benceno dafia a las células de la médula de 6sea incluyendo a las células tallo

hematopoyéticas.

Los ratones tratados con benceno mostraron sefiales caracteristicas de
anemia aplastica, sin embargo, este cuadro se enmascaré por el dafio al bazo, por lo

que no se observaron la trombocitopenia y la anemia esperadas.

Los ratones tratados con el esquema 2 mostraron baja en la cuenta de células
en la médula ésea lo que provocd una baja en la cuenta de eritrocitos, plaquetas y
leucocitos en la sangre. Estos ratones no mostraron el dafio del bazo, permitiendo

asi observar claramente los signos clinicos de la anemia aplastica.

En un tercer experimento (datos no reportados) se utilizd el esquema 2 y los
ratones se sacrificaron 48 horas después de completadas las 20 dosis de benceno;
otro lote se dejé en observacién durante 9 dias después de la ultima dosis. Los
resultados con ambos grupos fueron similares (pancitopenia periférica e hipoplasia
de la médula 6sea), confirmando asi que la anemia aplastica inducida con este

modelo de estudio persistio por encima del periodo de observacion.

94



Los resultados obtenidos en el presente trabajo estan de acuerdo con los de
otros autores que han expuesto a los animales al benceno por la via oral o
inhalatoria. Cronkite y colaboradores (136) expusieron ratones a vapores del
benceno (32 a 1280 mg/m3, 10 a 400 ppm) durante 2 semanas, 6 horas por dia, 5
dias por semana y reportaron que las concentraciohes mayores a 320 mg/m?
provocaron disminucién en la cuenta de células de la médula 6sea, incluyendo a las
células tallo hematopoyéticas. Demostraron ademas, que las concentraciones de
benceno mayores a 960 mg/m?® originan reduccion en el hematécrito, concentracion
de hemoglobina, eritrocitos, leucocitos, plaquetas y en el porcentaje de linfocitos en
la cuenta diferencial. Estos parametros se revirtieron dentro de las primeras 4
semanas después de que el tratamiento fue suspendido, alcanzando una recupera-
cion del 92% en la celularidad de la médula 6sea a las 20 semanas posteriores a la
ultima dosis de benceno. En estudios de término largo donde se expusieron a los
ratones a 50 ppm de benceno por mas de 6 meses Green y colaboradores observa-

ron leucopenia (137).

La dosis de benceno mas baja que causa alteraciones hematolégicas en los
ratones por via inhalatoria es de 10 ppm durante 6 horas diarias, 5 dias a la semana,
durante 25.5 semanas. Esta exposicién al benceno causé disminucion en la cuenta
de los eritrocitos y leucocitos en sangre periférica y de células nucleadas del bazo e
impidié la capacidad de éstas para desarrollar unidades formadoras de colonias de

eritrocitos (UFC-E) in vitro (138).
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La administracion del benceno por via oral también causa hematotoxicidad en
ratas y ratones, ademas de alteraciones gastricas severas. Huff y colaboradores
(139) administraron el benceno por via oral en concentraciones entre 25 y 400 mg/kg
5 dias por semana durante 120 dias. Los autores reportaron leucopenia y
agotamiento de los linfocitos B en el bazo de las ratas y ratones tratados con el

disolvente.

Nuestros resultados con los ratones tratados mediante el esquema 2 estan de
acuerdo con los reportados por Baarson y colaboradores (138), Ward y colaborado-
res (140), quienes indujeron hipoplasia severa de médula ésea administrando de 32

a 960 ppm de benceno durante 25 y 13 semanas, respectivamente.

En este trabajo se inyectaron 3.7 ppm de benceno logrando acumular 37, 74,
110 y 148 ppm (130, 260, 390 y 520 mg/Kg) a las 2, 4, 5 y 7 semanas,
respectivamente, sin causar la muerte a los animales antes de la conclusién del
experimento. Esto demuestra que el esquema 2 para la induccion de anemia
aplastica parece ser mas adecuado que otros tratamientos previamente descritos,
incluyendo al esquema 1 ensayado en este trabajo. Asi mismo, refuerza los
resultados de Tice y colaboradores (53) quienes encontraron que la mielotoxicidad
causada la administracién diaria de benceno en los ratones, es mas severa que la

administracién discontinua (en dias alternados).
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Utilizando modelos experimentales para la inducciéon de la anemia aplastica
con benceno puede contribuir al entendimiento del desarrollo de la enfermedad en el
hombre, ya que en estudios toxicolégicos y epidemioldgicos realizados con
trabajadores de la industria de los plasticos (neumaticos), la incidencia de anemia
aplastica y de otras enfermedades es 33% mas alta que en cualquier otro grupo de
individuos (141,142). Paustenbach y colaboradores (143) argumentaron que es [a
exposicion de término corto a altas concentraciones de vapores del benceno y el
contacto con la piel lo que incrementé del 25 al 50% la dosis de be}nceno absorbida
por los trabajadores. En otras palabras, no son las dosis acumulativas sino la
exposicion de término corto (5-6 horas) a concentraciones altas (50-500 ppm) las que
causan las alteraciones hematolégicas observadas en este grupo de trabajadores.
En este grupo de individuos, la incidencia de todo tipo de canceres fue 300 veces

mayor que en otro grupo de trabajadores.

En el presente trabajo se establecié un modelo experimental para inducir
anemia aplastica mediante la administracion subcutanea de benceno, cuyos
resultados son similares a los obtenidos cuando se induce la enfermedad por via
inhalatoria. En este trabajo se demostré que la anemia aplastica puede ser inducida
mediante la inyeccion de benceno en tiempos mas cortos y utilizando equipo mas
barato, permitiendo asi una mejor y mas certera administracion del disolvente que
permita observar el desarrollo de la enfermedad y las manifestaciones clinicas

conforme a los niveles de exposicién al benceno. Queda por determinar si el dafio es
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irreversible o reversible y su estabilidad o derivacién a leucemia u otras alteraciones

hematoldgicas severas.
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo se demostré la actividad hematopoyética in vitro de
cinco plantas utilizadas en la medicina tradicional mexicana para el tratamiento de la

anemia.

De los extractos acuosos, el de P. major presentd la mayor actividad
estimulante en cultivo de médula ésea y el de S aristolochiaefolia presentd la menor

actividad.

Los extractos metandlicos de P. major, S. torvum y S. aristolochiaefolia,
presentaron efecto hematopoyético similar o igual a los correspondientes extractos
acuosos. Los extractos metandlicos de A. californica y de A. adstringens no

estimularon la proliferacion de células de la médula 6sea in vitro.

Los extractos acuoso y metandlico de A. californica indujeron incrementos en
la concentracion de células de bazo 8.6 y 8.8 veces, respectivamente, seguidos en
orden decreciente por los extractos de P. major, A. adstringens, S. torvum y S.

aristolochiaefolia

Unicamente los extractos cloroférmico y hexanico de S. torvum y de A.

californica estimularon la proliferacién de células de la médula ésea in vitro.
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En los ensayos in vivo, solo se observo incremento en la concentracién de
leucocitos en los ratones tratados con las dosis de 0.4, 0.2 y 0.05 g/mL del extracto
acuoso de S. torvum. En los tratados con la dosis de 0.2 g/mL del extracto acuoso de

A. adstringens se incrementaron las cuentas de leucocitos y de plaquetas.

En los ratones tratados con benceno mediante el esquema 2 se produjo el
cuadro caracteristico de la anemia aplastica, mientras que en los animales tratados
con el esquema 1, se produjo esplenotoxicidad que enmascar6 las variaciones

hematatolégicas producidas.
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PERSPECTIVAS

En trabajos futuros se podra determinar si los extractos que presentaron
actividad hematopoyética in vitro, restauran la hematopoyesis en ratones con anemia

aplastica inducida con benceno.

Queda por conocer si ademas de la actividad mitogénica de los extractos
sobre los linfocitos del bazo de raton, también los capacita para la sintesis y
liberacion de citocinas al medio de cultivo, lo que respaldaria el uso popular como

agentes inmunoestimulantes.
El fraccionamiento quimico de los extractos hematopoyéticos, permitira aislar

e identificar los compuestos responsables de la actividad hematopoyética de las

plantas estudiadas.
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