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RESUMEN

En la medicina tradicional mexicana las especies vegetales Solanum torvum,
Smilax aristolochiafolia, Plantago major, Anemopsis californica y Amphyplterigyum
adstringens se utilizan empiricamente como agentes antitumorales, antimicrobianos y
antianémicos. Para el presente trabajo se obtuvieron los extractos de las ptantas 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
los 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 ceélulas fue determinado en
hemocitdmetro. Las dosis de 0.4, 0.2 y 0.05 g/mL del extracto acuoso de cada plant‘a
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 recibid solucién salina fisiologica. Después de 48 horas
se contaron los eritrocitos, leucocitos, plaquetas y células nucleadas de la médula
6sea femoral. Simultaneamente, se establecid un modelo para la induccién
experimental de anemia aplastica en ratones mediante la inyeccién 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, B1 y C1 se les inyectd benceno (2 ml/kg) diluido V/V) con aceite de maiz.

El benceno se administré 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 inyectd el benceno tres dias alternados con dos de
descanso a la semana (segundo esquema de induccién) hasta llegar a las 10, 15 y
20 dosis, respectiva-mente. Los grupos D1 y D2 fueron testigos y recibieron por la
misma via y calendaric el aceite de maiz. Dos dias después de la ultima inoculacion,
los ratones se sangraron y sacrificaron y se les realizd una citometria hemaética.

También se analizd la celularidad de la médula 6sea y la histopatologia del bazo.

Todos los extractos acuosos estimularon ia proliferaciéon de células de medula
osea y del bazo incrementando la concentracién celular de 1.43 a 29y de 1.6 a 8.6
veces, respectivamente (p<0.001). Los extractos metandlicos de P. mayor, S. torvum
y S. aristolochiaefolia presentaron actividad hematopoyéetica similar o igual a sus
correspondientes extractos acuosos. Los extractos metandlicos de A. californica y de
A. adstringens no estimularon la proliferacidon de ceélulas de la médula 6sea, 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 cloroformico y hexanico de S. torvum
incrementd 3.0 y 4.0 veces la concentracion de células de médula 6sea, respectiva-
mente. En los ensayos in vivo sOlo se observo incremento en el numero 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
reduccion aguda en la cuenta de céluias nucleadas de la médula 6sea (p<0.001).

En la induccién de anemia aplastica, los ratones C1 y C2 presentaron baja en
la concentracion de eritrocitos y hemoglobina. Las cuentas de leucocitos y de células
de la médula 6sea disminuyeron 80% y 50% (C1) y 62% y 48% (C2), respectiva-

mente y soélo 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 Sofanum torvum,
Smifax  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 established in CD, 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 simifar 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. torvumn (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
hemoglobin 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 dinamico que da origen a las
células sanguineas a partir de la célula precursora totipotencial llamada célula tallo
(stem). Debido a la vida media relativamente corta de las células sanguineas, este
sistema requiere de renovacion continua para mantener constante la concentracion

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 embrién (regién de la aorta dorsal y placa lateral del
mesenquima) y fuera del embrion (el saco vitelino), en éste, las células tallo se
diferencian en eritrocitos nucleados con hemoglobina embrionaria y colonias
primitivas de granulocitos-macrofagos. A partir del primer mes de gestacion y hasta
el noveno, las células talio hematopoyeticas migran al higado fetal a través del
sistema vascular en desarrollo; entre el segundo y el séptimo mes, la hematopoyesis
se desplaza al bazo en donde se ampilifica 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 6sea, la cual se
mantiene como el drgano hematopoyético primario en la vida postnatal, principal-
mente en los huesos largos, esternén, costillas, cresta iliaca y vertebras (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 meédula 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 adhesion:
constituyen el microambiente de la médula 6sea que apoya la proliferacion vy

diferenciacion 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
replicas lo abandonan mediante la interaccion con células del estroma y moléculas
de adhesién y llegan a un segundo microambiente en donde maduran gradualmente,
pierden capacidad de autorreplicaciéon, pero adguieren receptores membranales que
les permiten responder a factores estimulantes de colonias y otras citocinas y se

diferenctan 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 ¢rganos
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 interaccion con
factores estimulantes de colonias, interleucinas y poyetinas especificas, se diferencia
y madura para formar eritrocitos, neutrofilos, eosindfilos, basodfilos, monocitos y

plaquetas (7,8).

Caracteristicas generales de la ¢élula 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 ceélulas
nucleadas de la médula 6sea, lo cual en los primeros afios de estudio dificultd su

aislamiento e identificacion (9).

Esta célula de apariencia linfoide es indistinguible morfoldgicamente de otras
células de la medula 6sea (10), sin embargo, mediante ensayos /n 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 mostré que estaban constituidas por dos tipos
predominantes de colonias celulares. Et 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 ceélula tallo con capacidad de
autorrenovacion y diferenciacion produciendo, por lo tanto, colonias de células

diferenciadas y de celulas no diferenciadas con muitipotencialidad {(14).

Mediante ensayos de replicacion con timidina tritiada y de radio-proteccion, se
descubri6é que a diferencia de otras celulas de la médula ésea, la mayoria de las
celulas tallo hematopoyéticas parecen estar en la fase Go del ciclo celular, por lo que
se las llamo 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
s6lo 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 celulas animales (17).



Con base en la duracidon del ciclo celular, la poblacién de células tallo
hematopoyéticas parece estar formada por al menos dos grupos principales. Uno con
un peri'odo 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 medula 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, granuiocitos y plaquetas, son las células tallo responsables

de mantener constante la concentracion 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 autorreplicacion
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 semisdlidos,
‘Nakeff y Daniels-McQueen (21), Burgess y colaboradores (22), Nakeff y Velasco
(23), Metcalf (24) y otros investigadores cultivaron médula ésea completa estimulada

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



lograron la diferenciacion de la célula tallo hacia las lineas de eritrocitos, granulocitos
macréfagos 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 llamé Factor o Actividad Estimulante de Colonias
(FEC), mismos que después fueron aislados y caracterizados del sobrenadante
(medio condicionado) del cuitivo 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 hematopoyetica y de las células
precursoras (comisionadas) es controlada por moléculas de tipo hormonal que
inducen el desarrollo y diferenciacion. Estas moleculas son producidas por celulas
estromales del microambiente de la médula dsea y por células hematopoyéticas, y

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

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

inicial det 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-macrofagos (32,33).
Actualmente, se conoce que algunos de ellos tienen un intervalo de accion 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 proliferacion de megacariocitos,
incrementa marcadamente la produccion de plaquetas, (34,35) y en condiciones de
hipoxia aguda u otra condicién de estrés estimula también a los eritrocitos. En
contraposicion, la EPO que estimula especificamente la produccion de eritrocitos,

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

En ensayos in vitro se descubrid 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 morfologica y citoquimica-
mente (38). Ei segundo tipo de celulas 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 pequenias, 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,
diferenciacion y maduracion de las celulas hematopoyeéticas y los factores humorales

que regulan la hematopoyesis.



TABLA 1
Propiedades biolégicas 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 hepéticas y mietoides, 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 funcion de
monocitos
FEC-G 18,000 Células estromales, Precursores granulo- Hematopoyesis
macrofagos, monocitos citicos y granulocitos temprana, produccién y
maduros. funcién de granulocitos
FEC-M  40,000- Células estromales, Precursores monociti-  Produccion y funcion
70,000 macrofagos, monocitos ¢os 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, rifién Células tallo, UFCB-E, Desarrollo de mega-
megacariocitos cariocitos y plaquetas
L-2 15,000 Linfocitos T Linfocitos Ty B Factor de crecimiento
de linfocitos T
IL-3 28,000 Linfocitos T Células tallo y celulas Factor de crecimiento
comisionadas hematopoyético
IL-5 40,000- Células T y mastocitos Eosindfilos Crecimiento y
50,000 diferenciacion de
eosinéfilos
IL-6 21,000- Fibroblastos, células T, Linfocitos B, Produccién de inmuno-
28,000 macréfagos, células megacariocitos globulinas y de protel-
somaticas nas plaguetarias
FNTa. 17.500 Macréfagos, celulas Muchos tipos de Produccion 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

PRINCIPALES FACTORES ESTIMULANTES DE LA HEMATOPOYESIS
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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 diferenciacion, la segunda poza contiene células comprometi-
das con una o mas lineas celulares con amplia capacidad de multiplicacion y la
tercera poza con células en vias de maduracion, sin capacidad replicativa. Este
sistema complejo (Figura 2) puede ser modificado en sus diferentes niveles de
produccién (pozas celulares) por agentes infecciosos, fisicos y quimicos, estos
ultimos como resultado del control o uso inadecuado de substancias toxicas o
potenciaimente tdxicas para la meédula 6sea, 10 que provoca alteraciones
proliferativas graves como la anemia aplastica o la alteracién opuesta -la leucemia--
descrita como una enfermedad maligna del tejido hematopoyético y caracterizada por
el reemplazamiento de elementos normales de la médula dsea por células anormales

(neoplasicas) en l1a sangre (45,46).

Anemia Aplastica

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

médula 6sea en ausencia de enfermedad maligna mieloproliferativa. En la mayoria
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de los casos, la actividad hematopoyética queda restringida a pequeros islotes
sanguineos limitados por tejido adiposo (47), causando una disminucion acentuada
en la concentracion 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 desarrolio de infecciones 0 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 etiologicos 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,
aunque en el 33% del total de los pacientes parece estar ligada a la exposicion de las
celulas tallo hematopoyéticas a drogas o toxinas. Clinicamente se ha demostrado
que el desarrollo de anemia aplastica en el hombre esta asociado con la utilizacion
de cloranfenicol, fenilbutazona, oxibutazona, atebrina, sulfonamidas, algunos
anticonvuisivantes, insecticidas (49,50,51) y benceno (52). Experimentalmente, se ha
demostrado que el benceno causa anemia aplastica en diferentes especies animales
de laboratorio, aunque se desconoce con precision el mecanismo y nivel de accion
de dicho compuesto (53,54). Las drogas citotoxicas como la ciclofosfamida y el
busulfan unicamente causan anemia aplastica en individuos altamente sensibles,

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

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

Patogenia

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

células tallo pluripotenciales del tejido hematopoyetico (57).

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

celular 0 aumento en la tasa de muerte celular programada (apoptosis).

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

soporte para la diferenciacién de los progenitores hematopoyéticos.

3. Funcion inadecuada de los reguladores celulares de la hematopoyesis

(linfocitos T y sus linfocinas).

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

funcionamiento del sistema inmune que reconoce 10 propio como ajeno.



Conéiderando 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

Determinacion Anemia *Valores de Referencia

Aplastica Mujeres Hombres
6.2 1 1
2.0
22

31
0.1
0.9
13

.tf!!-l'-'|_l-|u|r_-j |4-l".__- f‘

It..{i-'| l'-:"-:-l_.'h'l.:l.._. ..',-"

Plaguetas X107/L

SuE A8
*Valores de referencla a 760 mmHg

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

incidencia alrededor de tos 30 afios, con ligero 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 ultimo 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 propdsito de restablecer la hematopoyesis, en la medicina moderna el

tratamiento de la AA se centra en tres objetivos principales:

1. Ildentificacion, evaluacion y eliminacion de los agentes etiologicos
En los casos moderados o leves la hematopoyesis puede restaurarse después

de efiminar la exposicién al agente desencadenante.

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

pero permite al paciente atacar las infecciones y evitar l10s sangrados que podrian



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 inmunoldgico a las celulas transfundidas o de éstas a

las del paciente (63).

3. Restauracidn 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 propésito se dan los siguientes

tratamientos (64):

Globulina anti-linfocito (GAL)
Ciclosporina

Glucocorticoides

Androgenos

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

IL-3 (66,67),

EPO, TPO (68)

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

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



se emplea la combinacién 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 ¢sea (50).

Transplante de médula ¢sea

El transplante de médula 6sea esta indicado en pacientes jovenes (menores
de 20 arios) y es aplicado en casos de AA severa con concentracion de neutréfilos
menor a 0.2 X 10%L que han presentado infecciones recurrentes, ya que ambas
condiciones amenazan su vida. El transplante de médula puede ser singénico,
alogénico y autdlogo. 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 |l. 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 autdlogo se administran al paciente drogas citotéxicas 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).



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 meédula ¢sea por su tecnologia y alto costo es
inaccesible para la mayoria de los enfermos, por lo que la anemia aplastica aun hoy

en nuestro pals 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 médicos
tradicionales. En algunos libros se mencionan compuestos aislados de las plantas y
sus propiedades farmacologicas determinadas experimentalmente. En la tabla
siguiente se muestran las plantas que de acuerdo con estas fuentes bibliograficas, se
emplean en Meéxico 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 corresponden con |0s que se emplean en la

medicina moderna.



TABLA 3

ALGUNAS PLANTAS UTILIZADAS EN MEXICO PARA EL TRATAMIENTO DE LA

ANEMIA Y DE OTRAS ALTERACIONES HEMATOLGGICAS _

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,
0jo de gallo

Yerba mansa,

hierba del
manso

Chotete,
quina, malva
de guebranto

Betabel
Mozote

Gordolobo,
llorasangre

Sanguinaria
Arrendador,
varilla prieta,

zarza, Xtesak

Prodigiosa,
hierba amarga

Anemia, cancer

Cancer de estébmago

e intestino, dlcera
gastrica, purificar la

sangre, escoriaciones

bucales

Purificar la sangre,

mal de orin, dolor de

estdbmago

Anemia, cancer

Anemia, malaria,
dolor de estbmago

Anemia
Aumentar la sangre

Anemia
Purificar la sangre

Depurativo como la
zarzaparrilla

Engrosar la sangre

Agua mleI/ Oral

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

Coccién de toda
la planta/ Oral

Raiz/ sin

especificar

Ramas hervidas/
Oral

76,82

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

Gaultenia
trichocalycina

Haematloxylum
brasiletto

Justicia spicigera

Zapote blanco Anemia

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,
rifonina

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

Palo Brasil,
palo
campeche

Muitle, muicie,

muitl

Fertilidad, purificar la

sangre

Engrosar la sangre

Purificar la sangre

Purificar la sangre

Anemia

Anemia

Anemia, fiujo
menstrual,
hemostatico

Aumentar la sangre

Regular la circulacion
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

Infusidn de hojas/
Oral

Infusién de hojas/
Oral

Ramas hervidas/
QOral

Tecata remojada/
Oral

Cocimiento de las
hojas o de toda la
planta

77

77

77

77

78

77

77

77,82

77

77,81

77
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Karwinskia latifolia

Marrubium vulgare

Microgramma
nitida

Momordica
charantia

Pilea pubescens

Pityrogramma

polylepsis

Plantago major

Polygonum
aviculare

Polypodium
lanceolatum

Portulaca sp

Rhus microphyilla

Margarita

Manrrubio

Lengua de
ciervo

Amargosa,
cundeamor

Chichicastle,
mala mujer

Lengua de
ciervo,
caliguala

Lantén, antén,

llantén, lante
sabila

Sanguinaria,
sangrilla

Lengua de
ciervo,
manenepeli

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

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

Decoccién del
rizoma/ Oral y
lavados

Infusién o
cocimiento de
hojas o de las
partes aereas/
Oral 0 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, purificar la  Bejuco hervido/ 77
corazones, sangre Oral
nueve hojas
Smilax Zarzaparrilla, Purificar la sangre, Decoccién 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 !os 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 aristolochiaefolia, 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 relaciéon 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 Sudameérica, 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 Meéxico esta planta habita en climas calidos vy
semicalidos, principalmente en los estados de Chiapas, Morelos, Oaxaca, Veracruz y‘
San Luis Potosi. Popularmente se le conoce como berenjena, lavaplatos, hierba

sosa, berenjena con espinas, lampazo y sosa morada.

La infusion o el cocimiento de la raiz se usa por via oral contra el mal de orin y
reumatismo, y en forma de bafios para tratar infecciones y heridas en la piel. Las
hojas tostadas se colocan 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)

Experimentalmente, 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 centratl en ios 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 Nakanishi y
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colaboradores detectaron compuestos fenélicos, aminoacidos, azlcares 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¢) 5-hexatriacontanona. También

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

Por otra parte, Dominguez y colaboradores han reportado la presencia de
alcaloides en un extracto metanodlico 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 o que es posible que algunas de las actividades terapéuticas de la

planta estén asociadas con la accion de las saponinas.

Caracteristicas generales de Smilax aristolochiaefolia Miller

Es una planta trepadora de la familia Liliaceae, es originaria desde Meéxico
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, Qaxaca, Sinaloa, Veracruz, Hidalgo y Nuevo Leodn.
Empiricamenite se usa como diurético, pero la forma mas comunmente empieada es
el cocimiento de la raiz como agua de uso contra la hinchazén, la uicera 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, esmilagening,
sitosterol, estigmasterol y saponinas: sarsaponina, y smilasaponina (30). De la raiz
se han aislado las saponinas parrifiina, sarsaparritidsido 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 ¢m 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 americanoc
por los conquistadores espaiioles. En México esta pianta es conocida
popularmente como llantén, antén (Guanajuato), cancerina (Puebla), lanté
(Chiapas, Morelos, Tabasco). Crece en forma silvestre en clima calido, semicalido

y tempiado (92).

Figura 5. 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 empiean 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 vy
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, plantaglucésidos 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
pellcido, 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 amariliento (97). En
Meéxico esta planta de la familia Saururaceae también crece en ei 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 eri emplastos para sacar la porizofna del piquete

de alacran o de arana. 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 anlitusivo, desinfectante de heridas, anaigésico,
antipirético, antirreumatico, antiespasmaédico (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, experimentalmente soélo se han

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

Las actividades biolégicas demostradas se han asociado con los aceites
esenciales de la ralz y del rizoma, entre cuyos componentes destacan los
‘terpenoides metileugenol (55%), timol {(13%) y piperitona (8%) (103). Postericrmente,
se detectaron el timolmetiléter (2.96%), linalol, p-cimenc, 1,8-cineol, B-pinenc y
canfeno en concentraciones menores al 1% (104). Casi todos estos compuestos
tienen propiedades expectorantes, bactericidas y carminativas, por |lo gue son
utitizados en la elaboraciéon 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

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

flores solitarias o en ramillete, l0s frutos son nueces ahultadas 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 (108).

Este arbol de la familia Julianaceae es conocido popularmente como
cuachalalate, cuachald, rascate la vigja, 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 Glcera 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 circulacion, 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 isémeros), instipolinacico, cuachalalico y alquil-
anacardicos entre otros (109,110,111). Ademéas se han aislado B-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 exposicion del individuo a
agentes infecciosos, fisicos, quimicos tdxicos o potencialmente tdxicos para Ia
médula 6sea, provocando enfermedades hematolégicas 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
inhalacién de vapores de benceno producidos por el manejo, combustion vy
almacenaje de gasolina, por el humo del tabaco, la evaporacion del disolvente a
partir de agentes utilizados para limpiar y restaurar muebles y en |la vaporizacion de

cementos industriales (114).

Esta ampliamente demostrado que la inhalaciéon voluntaria o involuntaria de
los vapores del cemento 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 nimero de todas las células de la sangre) y causa
baja en el nimero de las células responsables de la defensa inmunolégica 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 situacion de calle, impide conocer con precision el nimero de casos de
AA (116). No obstante que se ha relacionado esta enfermedad con ia inhalacion del
benceno, no existen reportes abundantes en la literatura cientifica al respecto. Por
este motivo, en el presente trabajo se desarrolld6 un modelo experimental para la
induccion de AA con benceno que permita conocer {as fases de la enfermedad y las
manifestaciones hematoldgicas 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 médula ¢sea, 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 tradicidn
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, solo se registra el empleo de fa infusién de jixueteng, una
mezcla de 10 plantas cuyos componentes constantes son especies de los géneros

Milletia, Spatholobus y Mucura, que preparada con diferentes formulacicnes ha
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probado incrementar la cuenta de células sanguineas y de plaguetas en pacientes
con anemia 0 sometidos a radioterapia (118). En la medicina oriental (china, malaya
y filipina), esta infusiéon se recomienda como hemostatico, para enriquecer y acelerar
la circulacion de la 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 Mexico, para el tratamiento de la anemia. El propdsito
es conocer la capacidad que tienen estas especies para estimular la proliferacion de

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

Considerando que Solanum torvum Sw, Smilax anstolochiaefolia Miller;
Plantago major L, Anemopsis californica Nutt y Amphypterygium adstringens Schi,
son plantas empleadas en la medicina tradicional mexicana contra la anemia, es
posible que las especies actien estimulando la formacién de células sanguineas; por
lo que los extractos adicionados a los cultivos de células de médula 6sea o de bazo
podrian estimular la proliferacion celular e incrementar la concentracién 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

celulas hematopoyeéticas.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Obtener los extractos hexanico, cloroférmico, metandlico 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 CD;y,

. 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 hematopoyetica de los extractos vegetales.
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DISENO EXPERIMENTAL

ESTUDIO ETNOBOTANICO

v

COLECTA DE
Solanum torvum Sw, Smilax aristolochiaefolia Miller, Plantago major L,
Anemopsis californica Nutt y Amphypterygium adstringens Schil.

EJEMPLARES

PARA DESARROLLO DE
AUTENTIFICACION /4 MODELOS

EXPERIMENTALES
X PARA LA INDUCCION
MOLIENDA DE ANEMIA APLASTICA
1 EN RATONES
PREPARACION DE EXTRACTOS CON
HEXANO, CLOROFORMO, METANOL Y AGUA
POR CALENTAMIENTO A TEMPERATUA DE REFLUJO
EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO —
HEXANICO CLOROFORMICO METANOLICO ACUOSO
e - l .
- x xX
DETERMINACION DE ACTIVIDAD ADMINISTRACION
HEMATOPOYETICA EN: EN RATONES SANOS
CULTIVO DE MEDULA OSEA =
Y Sangre
CULTIVO DE CELULAS DE BAZO DE RATON Citometria Hematica |
Médula Osea
Células Nucleadas

Figura 8. Disefio experimental
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METODOS

Material biologico

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 I.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 fa Universidad
Auténoma Metropolitana-lztapalapa, asignandole al voucher el No. 52718. Smilax
aristolochiaefolia M se adquirio en el Mercado de Zumpango, Estado de México en
noviernbre de 1995 y mayo de 1996. Anemopsis califorrica Nutt y Amphypterigium
adstringens Schl, proceden del estado de Guerrero, fueron autentificadas en la

Universidad Auténoma de Chapingo, Mexico en marzo de 1996.

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

" Enlatabla 4 se muestran las partes utilizadas de cada planta.
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Tabla 4
Partes utilizadas de las plantas en la preparacién 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 Schl. ~ Corteza
(Cuachalalate)

Preparacién 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 calentd a temperatura
de reflujo durante tres horas, después se dejo enfriar, se filtr6 con papel Whatman
del No. 42 y el disolvente se elimind en un evaporador rotatorio a presiéon 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 metandlicc se disolvieron en medio Alfa-MEM
complementado con 10% de suero de cabailo 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
disolvié parcialmente con suerc de caballo, en un sequndo grupo de experimentos
los cuatro extractos de S. forvum se disolvieron en aceite de maiz. Todas las
disoluciones se esterilizaron por filtracién en membranas Millipore de 0.45 y 0.22 um
y se verifico la esterilidad de las mismas sembrando por separado alicuotas de 0.5 ml
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 utilizd en los ensayos in vivo, en el caso
de S. aristolochiaefolia se evaluaron los extractos acuoso y metandlico. La seleccion
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 meédula ¢sea de raton

Un ratén macho CD; de 8-12 semanas de edad se sacrificd por dislocacion
cervical. El fémur se separ6 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
homogeneizo 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 hemocitometro, después de 10 minutos se contaron las células nucleadas por
microscopia de luz en campo claro. Ademas, se determiné la viabilidad celular con

azul de tripano al 0.2% (121).

La concentracién celular se ajustd a 4.0 X 10%mL con Solucién Salina
Fisiolégica (SSF) y 0.1 ml de esta suspension se adicioné 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 pipetec con 1 ml de medio L-15, este
volumen se adiciond 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
botén 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.
forvum disueltos en aceite de maiz se usaron ademas otros testigos: A} Extracto de
Phytolacca americana, {GIBCO) que contiene una lectina empleada comunmente en
la concentrécic‘m 1:320 para estimuiar [a proliferacion de células de médula ésea y de
bazo de ratén en cultivo. B) Medio condicionado {sobrenadante) de células de bazo

estimuladas con Phyfolacca americana, C) aceite de maiz.

Cada muestra se evalud al menos en seis ocasiones con su correspondiente
duplicado. El cuitivo testigo libre de extracto fue considerado como el 100 % de
proliferaciéon y contra él se compararon los cultivos de prueba. Los resultados se
expresaron como la concentracidon celular media + el error estandar. Para conocer la
significancia estadistica se aplico 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 ratén

Un ratéon macho CD, de 8-12 semanas de edad se sacrificd por dislocacion
cervical, se aplicd etanol en la regidon media superior izquierda, se abrid la regién
abdominal con un bisturl estéril, se extrajo el bazo y se colocod en una malla metalica
estéril colocada sobre un recipiente de boca ancha. El tejido se disgregd mecanica-
mente y se lavd 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 resuspendid en 10 ml de medio Alfa-MOPS y se centrifugo
nuevamente a 2500 rpm durante 15 minutos. Finalmente, el boton celular se
resuspendié en 5 ml de medio Alfa-MEM y se homogeneizé mediante pipeteo. Se
lleno una pipeta de Thomas para leucocitos hasta la marca de 0.5 y se diluyo hasta
la marca 11 con solucion de Turk (dilucién 1:20). Se agito la pipeta mecanicamente
durante tres minutos, posteriormente se llendé un hemocitometro y se contaron las

células nucleadas totales por microscopia de luz en campo claro.

La viabilidad celular se determiné con disolucion 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 adicion6 a un sistema de cultivo que contenia 0.6 mi

de medio Alfa-MEM, 0.2 ml de suero de caballo y 0.1 mi 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
adicioné al tubo con las células y se centrifugd a 2500 rpm durante 15 minutos. El
botén celular se resuspendio en 0.5 ml de medio L-15 y se contaron las células en un

hemocitometro por microscopia de luz en campo claro.

Cada muestra se ensayd por duplicado al menos seis veces. La cuenta celular
de los cultivos testigos se considerd 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 aplico 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 resuitados 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 Fisiolégica (SSF). Cada dosis contenida en
un volumen correspondiente al 1% del peso corporal, se administrd por via oro-
esofagica a sendos grupos de 10 ratones macho CDs de 8 a 12 semanas de edad y
24 horas después se determiné la tasa de mortalidad. A l0s ratones sobrevivientes se
les administré 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 células nucleadas totales de la médula ésea. Simultaneamente, se utilizé un
grupo de ratones testigo que recibid por fa 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).

Evaluacidn 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 administracién 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 administro 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
despues de la ultima dosis todos los ratones se anestesiaron con éter y se sangraron
por puncién cardiaca. La sangre se colectd en tubos de piastico con EDTA al 0.1% v
se realizd una citometria hematica. Los exiractos de las otras plantas se

administraron unicamente mediante el primer esquema de tratamiento.

Posteriormente, se aisld el féemur 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

celulas 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

considero significancia estadistica cuando p<0.05.
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induccion de anemia aplastica en ratones mediante la administracién
subcutanea de benceno

Se emplearon 120 ratones macho CD;, de 8 a 12 semanas de edad, los
animales se pesaron y mantuvieron con ingestion 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, vy
D2 con 15 ratones cada uno. A los grupos A1, B1 y C1 se les inyectd por via
subcutanea benceno (2 ml/kg) diluido v/v con aceite de maiz. El bencenc se
administré 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 induccidn) hasta completar las 10, 15 y 20 dosis, respectivamente. Los
grupos D1 y D2 fueron ios testigos correspondientes y recibieron por la misma via y

calendario el aceite de maiz.

Dos dias después de la ultima inoculacion, 10, 15 ¢ 20 segun el caso, los
ralones se pesaron, se anestesiaron con cloroformo y se sangraron por puncion
cardiaca. La sangre se colecté 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 inyecto 1 ml de disolucién salina fisiologica por el
canal medular. La suspension celular se diluyo 1:20 con solucidén de Turk y se
cuantificaron las células nucieadas en un hemocitdmetro 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 Solanum torvum Sw. in vitro

El extracto acuoso incrementd 2.4, 2.3, 1.8, 2.4 veces la concentracién de
células en los cultivos de medula 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 incrementé¢ 3.8, 3.7, 3.9 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 encontrd 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.,

]

0.4 g/mL 0.2 g/mL 01¢g/mL 0.05g/mL Testigo

Agua B Metanol O Solucién Salina

Figura 9. Actividad hematopoyética de S. torvum en cultivo de médula dsea
de ratén. Media + Error estindar, (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 osea, a
la concentracién de 0.2 g/mL se incrementd 2.6 veces la concentracion celular, Con
esta misma concentracién el extracto hexanico aumentd 3.5 veces la concentraciéon

celular respecto a los cultivos testigos (Figura 10).

Células X 104mlL.

—H

0.4 g/mL 0.2 a/mL 0.1 g/mL 0.05 g/mL Testigo
@ Cloroformo Hexano O Solucion Salina

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

El extracto acuoso estimuld la proliferacion de las células de bazo en culitivo
incrementando 4.2 y 2 veces ia 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 concentracidn celular,
respectivamente. incrementos que son estadisticamente significativos (p<0.01)

respecto a los cultivos testigos. A concentracion de 0.4 g/mL de ambos extractos se
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presentdé mayor actividad hematopoyética que a dosis de 0.2 g/mL de! mismo

extracto (p<0.001).
4
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Figura 11. Actividad hematopoyética de los extractos acuoso y metandlico
de S. torvum en cultivo de bazo de ratén. Media £ Error estindar,
(n=8). *p<0.01, **p<0.001 respecto al testigo.

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

serie de experimentos, se incluyd un segundo testigo para determinar la capacidad

54



mitogénica de los extractos de S. forvum respecto a P. americana que contiene un
mitégeno ampliamente utilizado en el cultivo de células hematopoyéticas. A las
concentraciones de 0.2, 0.1 y 0.025 g/mbL los extractos acuoso, metandlico y
cloroformico, fueron francamente estimulantes en relacion con los testigos
mencionados anteriormente (p<0.05). A la concentracion de 0.05 g/mL, Unicamente
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 sangufneo, sin embargo la actividad del extracto hexanico en aceite de maiz
fue pobre con respecto al disuelto parcialmente con suero sanguineo, excepto a la

concentraciéon de 0.2 g/mL (Figura 12).

En el cultivo testigo de aceite de maiz {disolvente), no se observd estimulacion
sobre la proliferacién de células de médula 6sea, de hecho la cuenta de células

disminuyd 83% respecto al cultivo testigo libre de extracto {Figura 12).
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Figura 12. Actividad hematopoyética de los extractos de S. torvun disueltos en
aceite de maiz. Media = Error estindar, (n=5).
¢  *p<{.05 respecto a los testigos 1y 3
e **p<(.001 respecto a todos los extractos.
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ENSAYOS IN VIVO

Determinacion 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 Ia

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 sobrevivid hasta las 96 horas. En la necropsia de los animales que
murieron antes de las 24 y 48 horas se observaron mudltiples 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 variacion en la concentracion de eritrocitos, lo cual fue corroborado

con los valores de hemoglobina y hematocrito en sangre. Sin embargo, se observé

un incremento estadisticamente significativo en la cuenta de reticulocitos.
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Tabla 5. Concentracion de eritrocitos y de otros parametros eritroides en
ratones tratados con el extracto acuoso de S. torvum

Eritrocitos X10'/L Hemoglobina Hematécrito Reticulocitos
' g/dl. . % %
0.4 11.07 £ 0.22 16.06 £ 1.03 44.83+£1.89 425+ 0.15"
0.2 11,59+ 0.23 15.40 + 0.44 51.06 £ 1.91 3.00t0.20"
0.05 10.89 £ 0.28 15.46 £ 0.68 4590 £ 2.65 242+019"
Testigo 1148 £ 0.25 15.89 £ 0.99 4710 £ 1.89 1.62 £0.17

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

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

las dosis de 0.4 y 0.2 g/mL.

Por otra parte, en la médula 6sea no se observé modificacion en la
concentraciéon de células nucleadas, ni de megacariocitos con ninguna de las dosis

del extracto de S. forvum Sw.

Tabla 6. Efecto del extracto acuoso de S. torvim Sw sobre la produccion de
plaquetas, leucocitos y células mieloides en ratones sanos
Dosis Plaquetaﬁ Leucocitos CNT X107/L Megacariocitos

aimL  X10"/L x10°/L pL

0.4 241£0:40 19.31/+ 1.03" 121314255 3345
0.2 211$|Q1D i 16.56 % 1._5_?-! 840090 ::si}_l;'g 6
005 498503’ 17528282 olaidl . 2645
e : . : g -
Testigo 1.7550.69 10.19+ 0.90 11.16 £ 1.39 18+4

CNT. Células Nucleadas Totales de la 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
numero 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
increment6 2.5, 2.4, 1.8 y 1.5 veces el numero 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 10*/mL
40 :
35 - *
301 *ER {_ .
25 { | K& . B
20 { S :
15 { £ M el
10 % e B :
3 T
9 2 ”-S’é'{:,.:-g
0 5 1 S 1 |
g/mL 0.2 g/mL 0.1g/mL 0.05g/mL Testigo
& Extracto Acuoso [dExtracto Metandélico OSolucién Salina

Figura 13. Actividad hematopoyética de los extractos acuoso y metandlico de
8. aristolochiaefolia en cultivo de médula 6sea de ratén.
Media + Error estAindar, (n=10). *p<0.01.
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Los extractos cloroférmico y hexanico no indujeron incrementos estadistica-
mente significativos en la concentracion de celulas de médula 6sea en cultivo

(Figura 14).

Células X 10Y/mL

=

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

M Extracto Cloroférmico B Extracto Hexanico O Solucién Salina

Figura 14. Actividad hematopoyética de los extractos clorofé6rmico y hexnico
de S. aristolochiaefolia en cultivo de médula d6sea de raton.
Media x Error estandar, (n=10).

A las concentraciones de 0.4 y 0.2 g/mL del extracto acuoso se incrementé 3 y
1.9 veces el nUmero de células de bazo en cultivo, a estas mismas concentraciones
el extracto metandlico increment6é 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 metandlico
de S. 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 6rdenes 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. aristolochiaefolia produjo

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

el valor de! hematdcrito {(p<0.01) con respecto al grupo testigo (Tabla 7).

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

eritrocitos, hemoglobina y hematocrito.

Tabla 7. Concentracion de eritrocitos, hemoglobina y hematocrito en ratones
tratados con los extractos acuoso y metanélico de S. aristolochiaefolia

Dosis Extracto Acuoso Extracto Metanélico
g/mL Eritrocitos  Hemoglobina Hematécrito  Eritrocitos Hemoglobina Hematécrito
(X10%/L) (g/dL) (%) (X10"%1L) (g/dL) (%)

0.8 1015+ 063 12.29+202* 3787 +820* 11602143 23.70+220 5459+5.30
04 872+063 13.65+089" 44.12+073* 11.70x115 2281+111 4285+427
.2 9214097 13.90+228" 4182+255% 1250+1.80 2282+082 43121385
0.1 10.14 £ 1114 15.07 £ 1.00" 43.85+ 4;5_8*- 12601 047 2749+230 46.11+3.11

Testigo 10.2040.91 959+£910 30312041 13452036 26.72+1.15 45021510

Media £ Error estindar , (n=10). *p<0.01 respecto al grupo testigo

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

produjeron nuevos eritrocitos, sl se estimul6 |a sintesis de hemoglobina e incrementé
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el volumen celular, dando origen a eritrocitos de mayor tamafio y pigmentacion

conocidos como macrocitos hipercromicos.

En los ratones tratados con 0.2 y 0.1 g/mL del extracto acuoso se observo
reduccion en la concentracion 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 0.8, 0.4, 0.2 y 0.1 g/mL del
extracto metanolico de S. aristolochiaefolia se incrementé 1.64, 1.90, 1.8 y 2.37

veces la concentracion de leucocitos, respectivamente (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de los extractos acuoso y metanélico de .S aristolochiaefolia
sobre la produccién de leucocitos in vive. 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 presento variacion en la concentra-

ciéon de plaquetas circulantes (Figura 17).

Plaquetas X 10"%/L

©
[4)]
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.
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0.8 g/ml 0.4 g/mli 0.2 g/ml 0.1 g/mi Testigo

B Extracto Acuoso OTest. Acuoso
&5 Extracto Metanodlico O Test. Metandlico

Figura 17. Efecto de los extractos acuoso y metandlico de S. aristolochiaefolia
sobre la concentracion de plaquetas. Media = Error estiandar,
(n=10).

En estos grupos no se pudo realizar la cuenta de reticulocitos y de células
nucleadas totales de la médula 6sea, 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 Osea 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 concentracion celular respacto 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).
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Figura 18. Actividad hematopoyética de P. major en cultivo de médula dsea
de ratén. Media + Error estiandar, (n=8). * p<0.05 respecto al

cultivo testigo
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Con los extractos cloroformico 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
10 o — - — - — —

. ] | T

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

O Extracto Cloroférmico B Extracto Hexanico O Solucién Salina

Figura 19. Actividad hematopoyética de P. major en cultivo de médula ésea
de ratén. Media £+ Error estindar, (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 incrementd 6.7 y 3.8 veces, respectivamente
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el nimero de células con relacién al cultivo testigo (Figura 20). La concentracion de
0.4 g/mL de ambos extractos presenté mayor actividad que la concentracion 0.2

g/mL del extracto correspondiente (p<0.001).
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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 observd
variacion 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 ratén in vivo

0.4 7.48 + 1.01 47.45+528  257+077  2.60+0.27

0.2 10.17 £ 1.57 44.83 +4.13 1.63+0.15 3.03+£0.47
0.1 9.01+1.20 42.77 £ 5.25 1.80+0.36 3.22 +£0.35

"Media  Error est{mdar (n—Ill) p>0.05, No SIgmf'catlva respecto al grupo testlgo

Tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas en la
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 medula
Osea, por lo que se desconoce el efecto del extracto acuoso sobre la produccién de

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

Los extractos acuoso y metandlico estimularon fa proliferacion de células de
médula ésea en cultivo, con la concentracion de 0.8 g/mL se incrementd 1.97 y 2.57
veces, respectivamente el nimero de células en comparacion con los cultivos testigo

(Figura 21).

E! extracto metandlico presentd un efecto estimulante aparente. Sin embargo,
debido a los valores amplios de la desviacidn estandar, las diferencias entre los

cultivos tratados y los testigos no resultaron ser estadisticamente significativas

(Figura 21).
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Figura 21, Actividad hematopoyética de los extractos acuoso y metanoélico
de A. californica en cultivo de médula 6sea.
Media x Error estandar, (n=10). *p<0.05 respecto al testigo.
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El extracto cloroformico aumentd 1.6, 1.5 y 1.4 veces la concentracion de
células de médula osea a las concentraciones de 0.4, 0.2 y 0.05 g/mL,
respectivamente. En relacion con los cultivos testigos, los incrementos obtenidos

fueron estadisticamente significativos (Figura 22).

El extracto hexanico aumento 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 excapcion de
la concentracion de 0.05 g/mL, los demas incrementos en la celularidad son
estadlsticamente 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.

| Célutas X 10Y/mL -

T T

0.4g/mL 02gmL 01g/mL 0.05g/mL Testigo

Extracto Cloroférmico Extracto Hexanico
O Solucién Salina

Figura 22. Actividad hematopoyética de los extractos cloroformico y
hexanico de A. californica en cultivo de médula dsea 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
cloroférmico 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 incrementd 7.3 y 7.8 veces la cuenta de
célutas 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 relacién 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).
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Figura 23. Actividad hematopoyética de A. californica en cultivo de células
de bazo de ratén, 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 variaciéon en la concentracién
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 Counter Z1, presentandose gran dispersién en los valores de la
desviacion 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 observd variacién en la concentracién de leucocitos en sangre
periférica o de células nucleadas en la médula 6ésea (Tabla 9), o 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 hematolégicas. Sin
embargo, la dosis mas baja (0.05 g/mlL) caus6 la muerte al 70% de los ratones
tratados. Los ratones sobrevivientes no presentaron variacién en la concentracion
absoluta de eritrocitos, pero se observaron incrementos significativos en la cuenta de
leucocitos y plaguetas y disminucién 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 ratén in vivo.

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

g/mL

0.4 2.0£040 6.2+ 1.07 12.6 % 3.55 4,78 £ 0:70!
0.2 194034 4.8 1067 16.7 £1.31 5.71 £ 1.05.
0.05* 3.0+1.20 06+4.86*  19.4+6.77" 2.96+0.64*
Testigo ~ 1.6+0.55 50081 - 12.0+0.93 7.04+2.12

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

Actividad hematopoyética de Amphypterygium adstringens Schl. in vitro

E! extracto acuoso estimulé la proliferacion celular en el cultivo de médula
osea, 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 nimero de células son estadisticamente

significativos (p<0.025).

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

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

(Figura 24).
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Figura 24. Actividad hematopoyética de los extractos acuoso y metanélico de
A. adstringens en cultivo de médula. Media = Error estindar,
(n=10). *p<0.025 respecto al testigo.

En los cultivos de médula 6sea tratados con los extractos cloroférmico y
hexanico no se observo diferencia en la concentracion celular con respecto a los

cultivos testigos (Figura 25).
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€ Extracto Cloroformico 3 Extracto Hexanico O Solucion Salina

Figura 25. Actividad hematopoyética de los extractos cloroférmico y hex#nico
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 metandlico estimularon la proliferacién
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 mostré menor efecto
estimulante (2.26 veces), en cambio con la concentracion de 0.2 g/mL la actividad

hematopoyética de ambos extractos fue similar.
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Figura 26. Actividad hematopoyética de los extractos acuoso y metanélico
de A. adstringens en cultivo de células de bazo de ratén.
Media £ Error estiandar, (n=190). *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 hematocrito (Tabla 10). Sin
embargo, a. la dosis de 0.2 g/mL se incrementé significativamente la cuenta de
leucocitos en relacién 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 ratén in vive

Dosis Eritrocitos Hematdécrito  Reticulocitos Leucocitos Plaquetas
almL X10"L (%) (%) X10°/L X10"4L
0.2 i‘g‘lj;.g‘ + 08 | 454 [ 053%0.12 *193 1.7 £0.32
0.1 12 4+ 04 | 5416 'tEr'ﬁ%‘ﬁf%u-{s 856 | 15:0.21
0.05 .lEez 406 | 48t {“ ‘;&uu‘s 164 | *1.9£0.03
Test. '313"& 0. 4‘-'2'. 5618 1‘.’58?:1: B 13: ‘ 12+ 4 1.6 +0.20

Medla + Error Esténdar, (n—8) *p<0.05 respecto al grupo testigo.
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De los extractos probados de A. adstringens, solo el extracto acuoso de la
planta present6 actividad hematopoyética en cultivos de médula dsea. Dicha

actividad fue mayor en los cultivos de células de bazo.

Con el propoésito de conocer el efecto de estas plantas o sus extractos sobre la
hematopoyesis patolégica, esta tesis incluyd el disefio y estandarizacion 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 produccion de células sanguineas o sus precursoras de la médula
6sea. En la siguiente seccion se presentan los resultados correspondientes a la

induccién de anemia aplastica en ratones mediante la administracién de benceno.
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INDUCCION DE ANEMIA APLAS'I"ICA 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 cutdneas 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 llegar 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 érganos internos, excepto en el bazo cuya masa
disminuyé 68% en los ratones 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 regiéon
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 necroticas.
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Concentracidn de eritrocitos

En los grupos tratados con 10 dosis de benceno no se observaron variacio-
nes en la concentracion de eritrocitos (Figura 27). Sin embargo, al llegar a las 15
dosis se observé una disminucion 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 concentracién 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
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— O — BENCENO 2
0 ; 7

0 10 15 20
DOSIS DE BENCENO

Figura 27. Concentracion de eritrocitos en ratones tratados con
benceno mediante dos esquemas de administracion
Media + Error estidndar , (n=15). p<0.001 respecto a
los grupos testigos.
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Ademas del cambio en la concentracion total de eritrocitos, en los ratones
tratados mediante e! 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

morfoldgicas.

En los ratones tratados con el esquema 1, la concentracibn 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 disminuyé significativamente a las 15 y 20 dosis. En
contraste, en los ratones tratados con benceno mediante el esquema 1, el volumen
corpuscular medio no presentd variacidén 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 disminucion de hemoglobina a 21, 32 y
22 %, respectivamente. El hemat&erito disminuyd 20% en los animales gque
recibieron 10 dosis, 43 y 36% en los grupos que recibieron 15 y 20 dosis,

respectivamente (Tabla 11).
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Tabla 11. Efecto de la administracion subcutinea de benceno sobre la concentracion de hemoglobir

parametros eritroides

No. De CONTROL 1 BENCENO 1 CONTROL 2
DOSIS
HEMOGLOBINA 0 1139 +/-1.053  11.39 +/- 1.053 9.538 +/- 1.201
{g/dL) 10 10.16 +/- 0.684  9.96 +/- 0.879 10.874 +- 1.462
15 9.91 +/- 0.742 9.31 +/- 0.481 10.853 +/- 1.301
20 10.31 +/-0.070  8.25 +- 1227 10.751 +/- 1.068
HEMATOCRITO 0 51.08 +/- 1.52 38.30 +/- 1.32° 43.08 +/- 2.81
(%) 10 49.52 +/-1.99 36.45 +/- 2.60" 40.48 +/- 2.27
15 4554 +/-1.51 38.47 +/- 1.82% 39.27 +/- 2.10
20 44.80 +/- 0.77 39.98 +/- 2.92% 45.30 +/-2.58
VOLUMEN 0 186.11 +/-7.22  163.25 +/- 9.38 195.07 +/- 2.82
CORPUSCULAR 10 25994 +/-5.76  164.15 +/- 28.4 164 62 +/- 44 .31
MEDIO VCM 15 189.35 +/- 4.31 198.07 +/- 11.6 160.32 - 17.71
(fL) 20 204.31 +/-17.8  200.0 +/- 38.16 177.04 +/-12.97
CONCENTRACION A 0 42.64 +/- 2.47 39.41 +/-2.53 44.07 +/- 3.46
MEDIA DE HEMOGLOBINA 10 5412 +/- 313 4529 +/- 7.01 44 55 +/- 8.68
M.H.C. 15 41.07 +-2.61 4811 +/- 5.55 44 30 +/- 3.51
(pa) 20 46.88 +/- 9.19 20.77 +/- 7.61 53.88 +/- 1.10
HEMOGLOBINA 0 18.70 +/- 1.26 29.85 +/- 1.91 22.70 +/- 3.94
CORPUSCULAR MEDIA 10 20.86 +/- 2.60 27.29 +1- 5.51 27.41 +/-1.64
15 21.80 +/- 151 2417 +/- 3.51 27.32 +/-0.36
(M.CHC) (%) 20 2334 +-0.73 20.59 +/- 2.47 23.71 +/- 1.43
RETICULOCITOS 0 0.008 +/- 0.0002 _ 0.019 +/- 0.0029 0.008 +/- 0.0003
(%) 10 0.003 +/- 0.0005 _ 0.028 +/- 0.0040 0.007 +/- 0.0003
15 0.005 +/- 0.0002 _ 0.013 +/- 0.0050 0.006 +/- 00002
20 0.003 +/- 0.0005 _ 0.007 +/- 0.0020 0.005 +/- 0.0002

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

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 sélo se recuperd sino que se incrementd 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 variacion de las 0 a las 10 dosis y disminuyd 55 y 59% a las 15 y 20

dosis, respectivamente, reduccion que es altamente significativa respecto al control

(Figura 28).

Plaquetas X 10"/

—O— CONTROL 1

— 0 — BENCENO 1 |
-~ & - -CONTROL 2
— <O — BENCENO 2

DOSIS DE BENCENO

Figura 28. Concentracién de plaquetas en ratones tratados con

benceno mediante dos esquemas de administracion.
Media = Error estandar, (n=15).

p<0.004, a las 15 y 20 dosis respecto al grupo testigo.
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Leucocitos

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

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

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

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

LeucocitosX 10°/L

4 - - g
[ —DO—CONTROL 1 — © — BENCENOQ 1
2 - -« - CONTROL 2 — © — 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 reportd reduccion del 18% en la concentracion
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
Células (%) 0 10 15 20
BASOFILOS 0 0.6 0.6 0
EOSINOFILOS 0.8 1.4 0.8 1.2
MONOCITOS 1.8 2.9 2.5 2.5
NEUTROFILOS ' 19.9 34.0 | 482 || 297
LINFOCITOS 77.5 616 51.8  64.8
LOTE TESTIGO DOSIS DOSIS DOSIS DOSIS
Células (%) - 0 10 15 20
BASOFILOS 0 0 0 0
EOSINOFILOS® & = | .03 | 08 !"o8 | 08"
MONOCITOS 1.5 1.5 1.1 1.8
'NEUTROFILGS™ R 21 E25 Ml IS B0
LINFOCITOS 77.2 725 766 715

Cuenta de 500 células por frotis sanguineo
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En los ratones tratados mediante el esquema 2 la cuenta diferencial presenté
una reduccion 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 neutréfilos,

monocitos y eosindfilos se incremento 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
| ICélulas (%) 0 10 15 20
BASOFILOS 0 0.1 0.3 0
EOSINOFILOS 0,3 Ul {53 SN a2 4.6
MONOCITOS 0.7 4.14 2.9 4.4
NEUTROFILOS 208 | 355 37.6 32.2
LINFOCITOS 780 57.6 55.8 59.9
LOTE TESTIGO DOSIS DOSIS DOSIS DOSIS
Células (%) 0 10" L 15 120
BASOFILOS 0 0 0 0
EOSINOFILOS 0,7 1.2 0.6 0.6
MONOCITOS 1.3 1.7 1.4 1.4
NEUTROFILOS. Pl SO N S s
LINFOCITOS 77.2 77.7 76.4 79.4

Cuenta de 500 células pro frotis sanguineo

85



Concentracion de células nucleadas de la médula ésea

Todos los ratones tratados con benceno presentaron reduccion acentuada de
las células nucleadas de ia 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, 15y 20 dosis, respectivamente (Figura 30).

En los ratones del esquema 2, también se redujo la concentraciéon de células
nucleadas de la médula ésea femoral. Dicha reduccion represent6 42, 33 y 65% y se

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

Células X 10°/L

12 | \’;

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 induccién.
Media + Error estindar, (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 intoxicacidbn aguda por benceno, se observé que el cuadro fue mas
severo en los ratones tratados con benceno mediante el esquema 1. El andlisis
histopatologico 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 trabajoé 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 composicibn quimica reportada para cada una de las
plantas(85,90,91,96,112), con excepcion 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 actdan, en las figuras en donde se presenta
la actividad hematopoyéetica 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 ésea, no
obstante que en ambos casos se sembré el mismo numero de células. Esta
diferencia podria atribuirse a que en la médula dsea solo un 30 a 40% de la
poblacion total tienen capacidad de multiplicacion, mientras que en el bazo el 70 a
80% de las célutas son linfocitos B y T con amplia capacidad de proliferacion. En las
células de la médula dsea el tiempo de duplicacion es de 15 a 32 horas, en tanto que
en las células del bazo es de 15 horas, mismo que en presencia de mitdbgenos o de
antigenos puede reducirse a 6 horas (127,128). Esta diferencia en la capacidad de
proliferacion también se ha demostrado in vivo, al transplantar celulas 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 medula ésea la cuenta de células se incrementd de 1.6 a 3.10 veces con
los extractos acuoso y metandlico, mientras que en los cultivos de bazo el
incremento en el numero de células fue de 2.25 a 8.5 veces, respectivamente. En los
cuitivos testigos también se observd diferencia entre la médula 6sea y el bazo, la
primera incrementd su poblacion 1.7 veces respecto a la concentracion 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 aun en ausencia de los extractos pudieron muitiplicarse, pero lo

hicieron mayormente en presencia de €stos.

En el presente trabajo, la mayoria de los extractos acuoso y metandélico
estimularon la proliferacién in vitro de las células de meédula ¢sea y/o del bazo de
ratones sanos, antecedente importante ya que las células proliferantes del bazo son
principalmente los linfocitos B y T, estos ultimos producen citocinas y otras moléculas
qgue en conjunto estimulan la produccidén 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,
toxicos 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 exiracto como material exirafio 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 v 0.2 g/mL permitio la sobrevivencia de los ratones sin causar alteraciones
hematologicas, podria relacionase con la presencia de alglin 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 accidén 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
gspecies ricas en saponinas, no provocaron hemolisis u otros efectos citotdxicos in
vivo, y que todos los extractos (excepto el cloroformico de S. aristolochiaefolia),

estimuiaron la proliferacién de las células hematopoyeticas in vitro.

En relacion con la induccién de anemia aplastica en ratones mediante la
inyeccidon subcutanea de benceno, los animales tratados con este disolvente
presentaron los signos clasicos de intoxicacion aguda, se observé que el cuadro fue
mas severo en |os ratones tratados con el esquema 1 (B1). El analisis histopatoldgico
del bazo de estos animales mostré zonas necroticas, las cuales no se desarrollaron

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

Considerando que el bazo es el 6rgano que normalmente regula la
concentracion periférica de eritrocitos y de plaquetas al retirar de la circuiacion a los
elementos viejos o alterados morfolégicamente, el dafio al bazo por exposicién al
benceno puede haber impedido esta funcion, 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 plaguetas, a pesar de que la méduia 6sea presentd hipoplasia severa

(131).

La exposicion de los ratones al benceno mediante el esquema 1 alterd la
estructura y organizacion del bazo incapacitandolo para funcionar como un 6rgano
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 regulacién negativa de la linea megacario-
cito-plaqueta, lo que en conjunto refuerza un aparente incremento en la
concentracion de plaquetas a pesar del dafio medular causado a los ratones del
grupo B1 a las 15 y 20 dosis. Esto es, el incremento en 1a 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 proporcidn a lo esperado,
nuevamente esto podria explicarse por el dafic que impidid el retiro de eritrocitos de
la circulaciéon, aun cuando presentaban alteraciones morfolégicas (acantocitos y
equinocitos, esferocitos). La anemia moderada en los ratones del grupo B1 también
puede ser debida a una recuperacién en el nimero de eritrocitos circulantes como un

mecanismo de regulaciéon 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 6sea. En esta linea, el
resuitado no esta enmascarado por el dafio al bazo, ya que la concentracién de
leucocitos en sangre no esta regulada por dicho 6rgano. Es importante sefialar 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 ésea 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 neutrofilos, o por la
produccion de los metabolitos de oxidacién del benceno (hidroguinonas) 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
maduracion de las celulas progenitoras de granulocitos/macréfagos, dando origen a

unidades formadores de colonias de granulocitos y macrofagos.

Excepto por la trombocitosis observada en los ratones del grupo B1, el
benceno produjo en estos animales pancitopenia e hipcplasia severa de la medula
Osea. Esto se explica porque los ratones metabolizan el benceno mas rapido que
otras especies animales dando origen a productos de oxidacion (fenoles, catecoles y
otros) que son altamente toxicos 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 ésea incluyendo a las células tallo

hematopoyéticas.

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

gue 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 6sea lo que provoco una baja en la cuenta de eritrocitos, plaguetas 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 utilizé el esquema 2 y los
ratones se sacrificaron 48 horas después de completadas las 20 dosis de benceno;
otro lote se dejo en observaciéon durante 9 dias después de la ultima dosis. Los
resuitados con ambos grupos fueron similares (pancitopenia periférica e hipoplasia
de la meédula 6sea), confirmando asi que la anemia aplastica inducida con este

modelo de estudio persistid por encima del periodo de observacion.
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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/m®, 10 a 400 ppm) durante 2 semanas, 6 horas por dia, 5
dias por semana y reportaron que las concentraciones mayores a 320 mg/m®
provocaron disminucion 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 reduccién en el hematdcrito, 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 medula 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 hematolédgicas en los
ratones por via inhalatoria es de 10 ppm durante 6 horas diarias, 5 dias a la semana,
durante 25.5 semanas. Esta exposicion al benceno causd disminucién en la cuenta
de los eritrocitos y leucocitos en sangre periférica y de células nucieadas del bazo e
impidio la capacidad de estas para desarrollar unidades formadoras de colonias de

eritrocitos (UFC-E) in vitro (138).
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La administracién 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 vy
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, 6§ 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

administracion discontinua (en dias alternados).
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Utilizando modelos experimentales para la induccién de la anemia aplastica
con benceno puede contribuir al entendimiento del desarrolio de la enfermedad en el
hombre, ya que en estudios toxicolégicos y epidemiologicos 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 la
exposicién 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 benceno absorbida
por los trabajadores. En otras palabras, no son las dosis acumulativas sino la
exposicién 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 administracidon 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 inyeccién de benceno en tiempos mas cortos y utilizando equipo mas
barato, permitiendo asi una mejor y mas certera administracién del disolvente que
permita observar el desarrollo de la enfermedad y las manifestaciones clinicas

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

hematoldgicas severas.
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CONCLUSIONES

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

anemia.

De los extractos acuosocs, el de P. major presentd la mayor actividad
estimulante en cultivo de médula 6sea y el de S aristolochiaefolia presenté la menor

actividad.

Los extractos metandlicos de P. major, S. torvum y S. anstolochiaefolia,
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 ésea 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 proliferaciéon de células de la médula 6sea in vitro.
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En los ensayos in vivo, s6lo se observé incremento en la concentracion 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 plagquetas.

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 enmascard las variaciones

hematatolégicas producidas.
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PERSPECTIVAS

En trabajos futuros se podra determinar si los extractos que presentaron
actividad hematopoyética in vitro, restauranla 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 ratdén, también los capacita para ia sintesis y
liberacién 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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Abstract

Long-terin exposure 10 benzene vapors is asseciated with hematological diseuses such as leukemia. lymphoma and
aplastic anemia. CD, male mice were randomly assigned to six groups: 1By, 1B,s. 1Bs,. 2B, 2B, and 2B,, | B mice
were administered 2 milzkg (1940 mg/kg) subcutaneous injection (in the dorsal region) of benzene 5 days a week. and
2B mice were exposed 3 days a week (Monday, Wednesday and Friday) until a total of 10, 15 and 20 doses were
completed. About 48 h after treatment completion. leukocyte. erythrocyte, and bone marrow cells were counted, and
spleen histopathology was unalyzed. 1B, and 113, mice showed lethargy and irrilability. 80% body and 42% spleen
weight loss (P < 0.001), while body and spleen weight loss were less severe in 2B mice (12 and 48%. respectively).
Aflter exposure to 20 benzene doses. 1B, and 2B., mice showed decreased hemoglobin concentrations, and
ervihrocyte. leukocyte and bone marrow cell counts (37, 34, 80 and 507, respectively in group 1B, P <0.00]; and
12, 48, 62 and 62, respectively in group 2B.,). Thrombocytopenia occurred only in group 2B. Both benzene-treal-
ment schemes caused aplastic anemia. however, the disease was masked by spleen toxicity in group |B. Scheme 2
allowed mice survival and caused less non-hematological effects. We establish here a reproducible and inexpensive
experimental medel to induce aplastic anemia in mice by subcutaneous injection of 2 ml/kg benzene. using two
short-term treatment schemes. © 200! Elsevier Science Ireland Ltd. All rights reserved.

Kevwords: Aplastic anemia: Benzene: Hemanotoxivity

I. Introduction

Benzene is one ol the most widely used indus-
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2. Materials and methods

Qne hundred and twenty male CD, 8-12-
month-old mice were used for the study. pro-
vided by of the Nationai Autonomous
University of Mexico, lztacala Campus. The an-
imals were weighed and placed in cages (five
mice per cage) where lood and water were avail-
able ad libitum. Two different exposure schemes
were tested using 2 mi/kg (1940 meg/kg) benzene
doses diluted 1;1 in corn oil {J.T. Baker).

2.1 Scheme |

Sixty mice were randomly assigned to two dil-
ferent groups. a control group (1C) where 30
mice were injected subcutaneously (in the dorsal
region) with corn oil; and an experimental
group (IB). where 30 mice were treated with
benzene + corn oil by subcutaneous injection
{dorsal region). where three subgroups of 10
mice (1B, 1B;s and 1B,,} were treated daily
from Monday to Friday until 10. 15 or 20 doses
were completed. respectively.

2.2. Scheme 2

Sixty mice were randomly assigned Lo two dil-
ferent groups. a control group (2C) where 30
mice were treated with corn oil. and an experi-
mental group (2B) where the mice were treated
with benzene. Three subgroups of 10 mice (2B,,.
2B,. and 2B,,) were treated with corn oil + ben-
zene three times a week (Mondays. Wednesdays
and Fridays) 1o reach a total of [0, 15 and 20
doses.

Two days after the last dose was adminis-
tered. the animals were weighed. anesthetized
with chlorofom and ensanguined by cardiac
puncture. Blood was collected in EDTA tubes
for eytometric determinations, animals were ex-
amined for skin lesions, and nccropsies were
performed. The spleen was isolited. weighed
and placed in Bouin’s solution for histopatho-
logic analysis. The femur was isolated 10 obiain
bone marrow and to guantify total nucleated
cells.

Tovicolwgy 162 (2001) (79 191 IRI
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Whole blood was diluted in Gower's liquid
{(1:200) in red ccll pipettes for erythrocyte (RBC)
counts, and blood was diluted in Turk’s solution
(1:20) for leukocyte (WBC) quantification. Cells
were counted with a hemocylometer by light mi-
croscopy. Blood was diluted with "4 ammo-
nium oxalate (1:200) for platelet quantification
using a phase contrast microscope (Simmons,
1980). Blood smears were prepared and slained
with Wright stain and New Methylene blue for
differential leukocyte and reticulocyte counts re-
spectively. Hemoglobin concentrations were de-
termined by the cyanometahemoglobin method,
and the hematocrit was quantified by capillary
centrifugation (Williams et al.. 1991).

2.2.2. Total nucleared cell quantification in bone
nmarrony

Afler the femur was removed. the epiphyses
were cut. und | ml of saline solution was in-
jected into the medullary channel. Cell suspen-
sions were diluted with Turk’s solution (1:20)
and cells were quantified with a hemocvtometer
and a light microscope (Nakeff and Daniels-Mc-
Queen, 1976). : '

2.2.3. Spleen histopathology

The spleen was dissecled. weighed. placed in
Bouin's solution and then washed in 70% etha-
nol and dehydrated in 80, 96 and 1007 ethanol.
The spleen was then washed with a |:1 mix of
10004 ethanol and xylene. washed twice in abso-
lute xylene, and finally embedded in paraffin.
Serial 7 pm sagital cuts were oblained and
stained  with  hematoxylin-eosin - {Humason
1979). Cuts were analyzed at 100X with a light
microscope and un image analyzer.

2.2.4. Data analvyis

Data are expressed as mean + standard crror
(S.E.). Comparisons among groups were per-
formed wusing analysis of variance {ANOVA)
and LSD Fisher tests. R:RAQ 0.001 was consid-
ered statistically significant.
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Fig. I. Erythrocyte (RBC) counts of mice exposed 1o 10, 15 und 20 {2 mbkg} benzene doses iecording to treatment | (Benzene 1),
and treatment 2 (Benzene 2). Values ire expressed as mean + standard error.

or parenchyma-penetrating trabeculae were ob-
served. However, the capsule showed folds re-
sulting (rom the loss ol spleen volume (Fig. 6B8).
Overall, red pulp organization showed no aller-
ations although zones were found with increased
numbers of megakaryocyles (Fig. 6D} as com-
pared with controls (Fig. 6A).

1.2, Scheme 2

Benzene treated mice showed the same clinical
and behavioral signs reported (or group BI. al-
though they tended to be less severe. Group 2B,,
showed 12% corporal weight loss as compared
with controls (2C) (Table ). and postmortem
examination revealed considerable spleen size
and weight loss 48% as compared with controis.
although no necrolic areas were observed.

224 Ervehrocvie. plateler and levkoevie comns
Mean RBC counts decreased 26.3% alter expo-
sure to 15 benzene doses (P < 0.001} as com-
pared with controls, and decreased 14.21% after
exposure to 20 doses (Fig. |). Furthermore,

groups 2B,,.. 2B,; and 2B, showed significantly
decreased meun hemoglobin concentrations 21,
34 and 22 pidl. respectively (Table 2). Alter ex-
posure lo 20 doses. the mean hemoglobin con-
centration was 34% lower than in controls. while
the mean hemoglobin concentration of all ben-
zene treated mice was 25% lower than the con-
trels.  with a highly significant difference:
P < 0.001 (Table 2.

The mean hematecrit decreased 30% in group
2B, 43% in group 2B, and 36% in group 2B.,
as compared with the controls (£ < 0.001). Fur-
thermore, the MCV decreased in groups 2B,
and 2B,; but not in group 2B,,. while MCHC
and MCH did not vary significantly (Table 2).
Mean reticulocyte counts did not show signifi-
cant variations in groups 2B, and 2B,.. but de-
creased significantly in group 2B., (40% as
compared with controls).

Mean platelet counts remained unaltered with
the administration ol 1) doses. bul decreased -
significantly in mice exposed to 15 and 20 doses
{55 and 59%., rcspectively. as comparcd with con-
trols; P < 0.001 Fig. 2).
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Fig. 2. Peripheral plitelet counts of mice exposed 1o [0, 13 and 20 denzene doses 12 ml kg) according o treanment | {Benzene 1),
and tresiment 2 (Benzene 2). Values are expressed as mean £ standard error.

in the group treated with scheme |. Spleen histo-
pathology showed mucroscopic necrotic areas in
Bl mice. but not in the B2 group. Since Lhe spleen
normally regulates peripheral erythroeyte and
platelet counts by removing aged or damaged
cells, benzene exposure muy have impaired this
function. causing accumulation of circulating
platelets in spite of the severe bone m:nrow hypo-
plasia and the impaired platelet and megakary-
ocyte produclion (Tavasoli, 1991).

Furthermore, benzene exposure :aliered the
spleen structure and organization so (hit it was
unable te function as an alternate hematopotetic
organ with platelets, liberation impaired. and
megakaryocytes accumulation in the spleen. These
megakuryocytes were not platelet producers ac-
cording to the classificution eriteria of Levine,
(1981). Boll et al., (1997). Nonetheless. us periph-
eral platefet count levels are regulited by ncgative
feedback. the high number of circulating platelets
not induced platelet withdrawal by the spleen.

Although benzene exposure decreused RBC
counts. the decrease wis not as expected. Spleen

toxicity probably impaired efficient erythrocyle
removal. in spite of the presence of morphologi-
cally altered RBC. Furthermore. erythrocytopenia
nity have induced @ compensiatory erythrocyte
recovery under the leedback regulation (Erslev,
1990,

I8 mice showed severe leukopenia caused by
the direct toxicily of benzene on bone marrow.
This is most cvident since the spleen does not
regulate peripheral leukocytle counts. It is impor-
tant to remurk that in all 1B groups (1B, 1B
and 1B,,) decreased leukoecyte counts were associ-
ated with bone marrow depletion. The relative
increase of granulocyte counts may have been due
1o a non-specific defense response, particularly of
neutrophils, or te a response Lo the specific stimu-
lus of benzene metabolites such as hydroguinones,
which stimulate the granulocyte, macrophage pro-
genitor cells (CFU-GM) both in vivo and in vitro
(Henschler et al.. 1996).

Except for thrombocytosis. scheme 1 induced
generalized puncytopenia and severe bone marrow
hypoplasia. Mice metabohze benzene penerating
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Fig. 4. DilTerentiul WBC counts of mice exposed o 10, 15 and 20 benzene doses (2 ml kg according to ireatment | {Benzene 1, 4B),
treaiment 2 (Benzene 2, 4D), and in control groups (4A and 4C). Vadues are expressed as mean £ standard crror.

The iowest dose of benzene reported to cause
hematological alterations in mice is the inhalation
of 10 ppm benzene for 6 h/day. 5 days a week.
during 25.5 weeks. This benzene exposure de-
creased peripheral erythrocyte and leukocyte
counts. decreased nucleated cell counts in spleen
and inhibited the ability to develop erythrocyte
CFUs in vitro {(Baarson et al., 1584).

Oral route benzene exposure also causes hema-
totoxicity in rats and mice. in addition Lo severe
gastric alterations. Huff (1989) forced mice to
ingest benzene in corn otl at concentrations rang-
ing from 25 to 400 mg/kg, 5 days a week during
120 days. This caused leukopenia and lymphoid
depression in spleen B-lymphocytes in rats and
mice.

Our results in benzene-exposed mice according
to scheme 2 are in accordance with those reported
by Baarson et al. (1984), Ward et al. (1983) who
induced severe bone marrow hypoplasia {aplastic
anemia} by administering 32-960 ppm benzene
during 25 and |3 weceks. respectively. We adminis-
tered 3.7 ppm for injection. causing cumulative

doses of 37, 74, 110 and 148 ppm (130, 260, 390
and 520 mg/Kg) in 2. 4. 5 and 7 weeks. respec-
tively, without causing death in any of the ben-
zene exposed uanimals by the end of the
experiment. This demonstrates that our induction
scheme seems to be more adequate than other
earlier described treatments. and than scheme |
described here. This is in uaccordance with the
findings of Tice et al. (1989}, who found benzene-
induced myelotoxicity in mice is inore severe when
administered discontinuously as compared with
continugus expostre.

Aplastic unemia models using experimental ani-
mals have made great contributions to understand
the development of the discase. [n humans. there
are many epidemiological or toxicological studies
describing the etfects of benzene on chronically
exposed pliofilm workers, such as those of Crump
and Allen (1984), Rinsky et al. (1987). Pausten-
bach et al. {1992). The latter authors concluded
that short term exposure 10 high benzene vapor
concentrations, and contact with the skin in-
creased the benzenc dose absorbed by workers
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25-50%. In other words, it is not the cumulative
doses bul short term exposure (5-6 h) ut high
concentrations (50-500 ppm) thar cause SNC and
hematological alterations in humans. This con-
trasts with our findings in mice,

Although both benzene treatiment schemes
tested here induced aplastic anemia. scheme |
caused addiuonal side etfects that modifed the
manifestation of the diseuse. while scheme 2 in-

Torvivedaey 162 1 200) 179 191 189

duced aplastic unemia without causing deaths (all
experimental animils survived) and with less non-
hemutological effects.

This study has established an experimental
model to induce aplastic anemia by the subcuta-
neous injection of benzene in mice. with similar
results o those found in mice exposed to benzene
by inhalation. Therefore, aplastic anemia may be
induced by benzene injection in a shorter time and

2L

.- {w

AR

Fig. &. (A) Spleen of o control group mouse. The white pulp (W™ shows tvpical arrangement with folicula €F) and red pulp with
Billroth <strands (BS) and sinus (S). The capsule is normil and suggesis spleen wurgency. 11-E 100X, (83} Spleen of a1 mouse exposed
10 20 doses ol benzene iccording 1o scheme . Follieula show loss of delinition in the wiite pulp (WP, and the red pulp shows i
greal number of megakaryocyles (M) The cupsule shows no anomalics. but 15 folded {4+ ). H-E 100X, (C) Spleen of a mouse
expesed 1o 20 doses ol benzene according to scheme 2. The Tolliculir zones ot the while pulp shhow neerouc areas (N), H-E 100X,

(D) The red pulp shows several megakaryoeytes (M), H-E 100X,
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Abstract

Plantago major (Plantaginaceae) is popularly used as antitumoral,
antimicrobial and blood purifier. We obtained aqueous, methanol, chloroform and
hexane aerial part extracts by reflux heating for 3 hours. We added 04,02, 0.1,
and 0.05 mg/mL extract dilutions to CDy mice bone marrow and spleen cultures
incubated at 37°C for 72 hours. The cell number was determined. These extracts
were also added to Escherichia coli, Bacillus subtilis and Candida albicans
cultures, and, 1, 10, and 100 pg/mL methanol extract dilutions were added to HTC-
15, OVCAR, UISO and KB cell line cultures. Doses of 0.4 and 0.2 mg/mL aqueous
and methanol extracts increased the bone marrow cell concentration 2.7 and 3.1
fold, respectively and increased the spleen cell concentration 3.3 and 6.3 fold,
respectively (p<0.001). Aqueous extract inhibited B. subtilis growth from 78 to 21%;
the hexane extract inhibited the growth of E. coli, and the methanol and chiloroform
extracts weakly inhibited the growth of B. subtifis and E. coli, respectively.
Methanol extract (1 ng/mL.) decreased the UISO and OVCAR cell concentrations to
59% and 82%,respectively. We demonstrate for the first time that P. major has

hematopoietic and lymphopoietic activity in vitro.

Keywords: Hematopoiesis; Plantago major, Bone Marrow; Cytotoxicity;

Antibacterial activity



1. Introduction

Plantago major (Plantaginaceae) is a perennial or annual plant which grows up
10 to 30 cm, with oval shaped leaves that come out of the ground forming a rosette
and wrapping part of the stem. It has small whitish-greenish flowers set in a large
tassel, resembling a slender ear of corn. lts seeds are small and oval shaped (0.4-
0.8 x 0.8-1.5 cm) with a slightly bitter taste, located in capsules (8 to 16 seeds per
capsule), which become sticky when hydrated in humid environments. When
humid, the capsules adhere to both animals and humans, facilitating their

distribution {Samuelsen, 2000).

This plant originated in northern Europe and Central Asia, and is currently
distributed worldwide. In its wild form, it grows in hot, semi-hot and mild or medium
temperature climates, from sea level to up to 3500 m altitude (Argueta et al., 1994).
Leaf infusions are popularly consumed for its depurative, diuretic, febrifuge, bile
secretion stimulating and antitumoral effects. It is used externally to wash wounds,
to treat skin infections, and crushed leaves are used as hemostatic {Martinez,
1967; Chiej, 1982; Caceres et al., 1987a; De Feo and Senatore, 1993).
Furthermore, experimental studies have proven that this plant has analgesic, and
antiinflamatory (Nufez et al.,1997), antifungal (McCutcheon et al., 1994),
antibacterial (Moskélenko, 1986) and antigiardiasic (Ponce-Macotela et al., 1994)

properties.



Plantago major was introduced to Mexico by the Spaniard conquers, and its
therapeutic applications are recorded in several documents and codices of the XV
century. In these documents the plant was recommended to treat dysentery,

swellings, burns, and to cure bites of dogs affected with rabies (Somolinos, 1990).

In México this plant is known as llantén, antén, and cancerina. It is popularly
used to treat bacterial and amebiasic diarrhea; its leaves are applied on wounds
and bites of poisonous animals, for cicatrization, and seed infusions are used to
treat ascariasis and constipation (Martinez, 1967; Cano, 1997). Its aerial parts
(leaves and seeds) are cooked and applied as foments to treat swellings, pimples,
supurant wounds (Marquez et al., 1999). In the State of Chiapas, México, aerial
part infusion is drunk to treat cancer, gastrointestinal infections and to purify blood

(NI, 1994).

Even though it is frequently used to treat anemia, the hematopoietic properties
of this plant have not been studied. Considering the popular use of Plantago major
as antimicrobial, antitumoral, blood purifier and regenerator, and to treat different
types of anemia and leukemia, we analyzed the effect of aerial part extracts of P.
major on the proliferation of hematopoietic cells obtained from healthy mice,

human transformed cells, bacteria and yeasts in vitro.



2. Materials and methods

2.1. Plant material

The whole plant was collected in the town of San Pablo Pahuatlan, Puebla, in
June 1997, and authenticated by Dr. Jorge Santana Carrillo. A voucher specimen
of the plant (52718) is stored at the Herbarium of the Universidad Auténoma

Metropolitana (UAM) Iztapalapa.

2.2. Preparation of extracts

The plant was dry at room temperature, protected from dust and sunlight. The
aerial parts {leaves and seeds) were pulverized manually, and then 500 g were
heated using 10 liters of water, methanol, chloroform or hexane {Baker), under
reflux for 3 hours, the extracts were filtered and the last three extracts were
evaporated to dryness under reduced pressure, at 35°C in a Savant Speed Vac
Plus SC210A concentrator (Farmingdale, USA). The aqueous extract was
lyophilized. Afterwards, 0.40, 0.20, 0.10 and 0.05 g/mL dilutions were prepared
using 0.85% saline solution for the aqueous and methanol extracts, and corn oil for
the chloroform and hexane extracts. These dilutions were used to test biological

activity in vitro.



2.3. Experimental animals

Experiments were carry out with 8 to 12 week-old male CD; mice from the
UAM-Xochimilco animal facility were used for the experiments, placing four mice
per box. The animals were fed ad libitum, using water sterilized by filtration through

0.22 um Millipore membranes (USA).

2.4. Hematopoietic activity in bone marrow cultures

Mice were sacrificed by cervical dislocation, the femur was isolated under
sterile conditions, the epiphysis were cut, 1 ml of physiologic saline solution was
injected through the bone marrow channei and the cells were collected in a 4.8 ml
criotube {(Nunc, USA). A cell suspension aliquot was diluted with Turk’s solution
(1:20) in white cell pipettes to count the total number of nucleated cells with the
aide of a hematocytometer under a clear field microscope. Cell viability was
determined using 0.2% trypan blue {(Hudson and Hay, 1980). Cell concentration
was adjusted to 2.0 x 10° cells/mL using Leibovitz medium (L-15). Afterwards, 0.1
ml of this suspension were added with 0.60 ml of L-15, pH 7.2 (Gibco-BRL), 0.20
ml of inactivated horse serum (Sigma, Saint Louis, MO) and 0.1 ml of the extract
dilution to be tested. Then, 0.50 ml of this mixture were placed in 24-well plates
(Nunc, USA) and incubated at 37°C for 72 hours in @ humid atmosphere with 5%
CO; and 95% air. Control cultures free of extract were prepared simultaneously.

The cultures were harvested and centrifuged at 3000 rpm for 10 minutes at room



temperature, cells were washed twice with phosphate buffer saline solution (PBS)
pH 7.2, the cell pellet was resuspended in 0.5 ml PBS, and cells were counted with
the aide of a hemocytometer by clear field microscopy, (Metcalf et al., 1975). Each

extract was assayed in triplicate.

2.5 Hematopoietic activity in spleen cultures

Mice were sacrificed by cervical dislocation, the spleen was isolated, placed on
a metal mesh and mechanically dispersed using tweezers and scissors. 30 ml «-
MOPS medium {(Minimum Essential Medium-/3-[-Morpholino]-propanesulfonic
acid), (Gibco-BRL)} were added with 10% horse serum (In vitro-Mex.}), and an
antibiotic solution (100 1U/mL Penicillin, 100 ul/mL Streptomycin; Sigma, Saint
Louis, MO). Cells were dispersed with the aide of a pipette, washed with «-MOPS
medium, and centrifuged at 3500 rpm for 15 minutes at room temperature. The cell
pellet was resuspended in o-MEM medium (Sigma,Saint Louis, MO), pH 7.0
complemented with 10% horse serum. Cells were counted in a hemocytometer,
and cell viability was determined using 0.2% trypan blue. Cell concentration was
adjusted to 2.0 X 10° cells/mL in «-MEM medium (Hudson and Hay, 1980). One
volume of this suspension was added with 6 volumes «-MEM medium, 2 volumes
of inactivated horse serum (Sigma, Saint Louis, MO), one volume of aqueous or
- methano! extract (0.4 and 0.2 g/mL) and then incubated at 37°C for 48 hours in a
humid atmosphere with 5% CO; and 95% air. Cells were then harvested, washed

with PBS, pH 7.2 centrifuged twice at 3000 rpm, and finally resuspended in 0.5 ml



PBS. Cells were counted with a hemocytometer (Nakeff and Daniels-McQueen,
1976). Each experiment included extract-free cultures. Results are expressed as
mean * standard error. The extract-treated cultures were compared with controi

cultures using ANOVA variance analysis.

2.6. Cytotoxic activity of P. major methanol extract on human transformed cells

1, 10 and 100 pug/mL methanol extract were dissolved in 05 %
dimethylsulfoxide (DMSO) and added to confluent cultures of the following human
transformed cell lines (2 x10* cells/mL): HCT-15 (colon carcinoma), SQC-UISO
(cervical carcinoma), OVCAR (ovary carcinoma) and KB (nasopharynx carcinoma).
The cultures were incubated at 37°C for 72 hours in a humid 5% CO,/ 95% air
atmosphere. Each dilution was assayed in triplicate including two cuitures free of
extract {controls), one containing the initial number of cells that was refrigerated,
and the other that was cultured along with cultures containing extract. Cell
concentration was determined by protein quantification as established by Lowry
and modified by Oyama and Eagle, (1956). Results are expressed as the dose

inhibiting 50% cell growth after incubation (EDsp).

2.7. Antimicrobial activily

The study was performed using ATCC8937 Escherichia coli, NRS 744 Bacillus

subtifis and ATCC10231 Candida albicans cultures. The bacteria were cuitured in



Tryptic Soy Broth (Bioxon-Mex) and incubated at 37°C, while C. albicans was
cultured in Sabouraud broth at 28°C. The microorganisms were incubated and cell
concentration was adjusted to 3 x 10® CFU/mL (1 McFarland nephelometer tube
/(Barry and Thornsberry, 1985). 1.0 ml of E.coli and B. subtilis suspension were
seeded by dispersion in Mieller-Hinton medium (Bioxon, Mex), while C. albicans
was seeded in Sabouraud-Dextrose Agar (Bioxon, Mex). Filter paper disks
(Whatman No. 2} containing 0.40, 0.20, 0.10 and 0.05 g/mL of the plant extract
(water, methanol, chloroform or hexane) were placed on the test plate and
cultured. For bacteria an antibiotic solution (Sigma, Saint Louis, MQ), as used as
positive control, in the case of yeast 1X Antifun solution (Microlab, Mex) was used.
Disks impregnated with physiological saline solution were also included as non-
inhibition controls. Bacterial cultures were incubated at 37°C and C. albicans
cultures were incubated at 28°C for 24 hours. Inhibition diameters measured and

compared with the corresponding controls.



3. Results

3.1. Hematopoietic activity in bone marrow cultures

The aqueous and methanol extracts stimulated cell proliferation at all
concentrations tested. The hematopoietic activity of both extract types was similar
using 0.4 and.0.2 g/mL, increasing the cellular concentration 2.7 to 3.10 fold as
compared to controls. However, the hematopoietic activity of 0.1 and 0.05 g/mL
methanol extract was significantly higher than that of the aqueous extract (p<0.05;

Figure 1).

On the other hand the chloroform and hexane extracts did not modify the
cellular concentration compared to control cultures. Moreover, 0.05 g/mL of the
chloroform and hexane extracts decreased the cellular concentration 26.7 and

22.3%, respectively (p<0.05, Figure 2).

3.2. Hematopoietic activity in spleen cultures

Doses of 0.4 and 0.2 g/mL aqueous extract increased the cellular population
3.3 and 4.4 fold respectively. In contrast, the same concentrations of methanol
extract increased the cell concentrations 6.2 and 4.2 fold, respectively as
compared to control cultures. Doses 0.4 g/mL methanol extract showed
significantly higher activity than the same concentration of aqueocus extract

{(p<0.001; Figure 3).
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3.3. Cytotoxic activity on human transformed cells

Methanol extract (1 pg/mL) was cytotoxic for the UISO and OVCAR cell lines,
causing a 59% and 82% decrease in the number of surviving cells (Figure 3).
However, 10 and 100 ug/mL of methanol extract were not cytotoxic, as more than
100% cells remained viable. Unexpectedly, this extract stimulated the proliferation
of KB cells, as 183 and 302% survival rates were observed with the 10 and 100
ng/mL concentrations. Survival rates showed slight and non-significant increases
when added with 1 and 10 ug/mL of methanol extract, however with 100 ug/mL the

survival rate decreased to 54% (Figure 4).

3.4. Antimicrobial activity

The growth of Bacillus subtilis was inhibited by the aqueous extract, decreasing
78, 71, 50, 39 and 21% at concentrations of 0.4, 0.2, 0.1, 0.05 and 0.025 g/mL,
respectively, as compared to control cultures which were considered as reference
for 100% inhibition activity. This extract had no effect on the proliferation of E. coli

and C. albicans (Table 1).

Doses of 0.4 and 0.2 g/mL mehanol extract inhibited the growth of Bacillus
subtilis 39 and 32%, respectively. This extract did not inhibit the growth of E. coli
and C. albicans (Table 1).
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Finally, 0.4 and 0.2 g/mL chloroform extract showed 42% and 32% growth
inhibition of E. coli respectively, while the hexane extract had a dose dependent
growth inhibition effect (94, 85, 68, 51 and 37% inhibition at concentrations of 0.4,
0.2, 0.1, 0.05 and 0.025 g/mL, respectively). This extract showed no inhibition

effect on the proliferation of B. subtilis and C. albicans (Table 1)
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4. Discussion and conclusions

Plantago major is one of the most studied plants. Most of its components
and the pharmacological action of some of these are well known. However, in
Mexico aerial parts are used to treat bone marrow proliferating disorders, even
though the effects of this plant on hematopoietic cells, particularly on totipotential
stem cells, remain unknown. Changes of the nroliferation patterns of stem cells
may cause aplastic anemia and leukemia (Hoffbrand and Pettit, 2000). These
diseases are of particular concern in developing countries, as they are lethat and
treatment expenses surpass the income of a high proportion of individuals
(Morales et al., 1992). Hematopoietic stem cell alterations also affect the immune
system, specifically lymphocytes and other immune response cells which also

originate from totipotential hematopoietic stem cells (lkehara, 1997).

Figures 1 and 3 show that aqueous and methanol extracts of Plantago major
stimulate cell proliferation in bone marrow and spleen cell cultures. However, even
though the same number of cells were seeded in both types of culture, the cell
population increase was significantly higher in spleen cultures than in bone marrow
cultures. Possible explanations for these differences are the following: Only 30 to
40% of bone marrow cells are capable of multiplying, while 70 to 80% of spleen
cells are B or T lymphocytes, with high proliferation capability (Popp and Popp,
1979), and bone marrow cell cycle lasts 15 to 32 hours, while spleen cell cycle
takes 15 hours, and can be reduced to 6 hours in the presence of mitogens or

certain antigens {Crossen et al., 1986, Salmi and Jalkanen, 1997).
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Bentfeld-Barker and Schooley, (1981) demonstrated that these two cell
groups also show different proliferation capability in vivo. They transplanted spleen
cells and bone marrow cells to two different groups of mice who had received fatal
X-ray doses. Time for recovery was 2.5 fold shorter and cellularity was 3-fold
higher in mice transplanted with spleen cells. The results of these assays
performed in vivo are in accordance with the results of our experiments performed
in vifro. On comparing control cultures, bone marrow celis increased their
population 1.7 fold, while the spleen cell population increased 4.0 fold at 72 hours.
This demonstrates that development conditions were appropriate in both culture
types as cells proliferated both in the absence, and much more evidently in the

presence of P. major extracts.

The capability of methanol and aqueous extracts to stimulate hematopoietic -
cell proliferation may be related to the presence of molecules functioning as
mitogens, such as phytohemagglutinin (PHA) obtained from Phaseolus vulgaris
(Riikola and Weber, 1982), or pokeweed obtained from Phytolacca amencana.
These mitogens stimulate the proliferation of lymphocytes and other hematopoietic
cells in vitro (Ferber, 1980; Nakeff, 1981; Tice and Davey, 1983). Whatever the
nature of the cell proliferation-inducing molecules, whether they are naturally
present in the plant or are formed during heating for the extraction process remains

to be determined.

in vivo and in vitro experimental data on the cytotoxic and antitumoral

properties of several P. major aerial part extracts have produced contradictory
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results. A leaf extract prepared with 95% ethanol showed antitumoral activity when
was administered intraperitoneally (0.20 mg/k) to mice with Sarcoma 180 type
tumors during 5 days (Estévez et al., 1976). Nevertheless, dry leaves failed to
show this activity when administered to rats with sarcoma (1.0 mg/Kg/day) during 4
days. Bhakuni et al., (1976) reported that 50% ethanol (ethanol-water) leaf, stem
and seed extracts of P. major and other Chilean piants failed to show antitumoral
activity in mice with lymphocytic leukemia, but was in fact cytotoxic for certain cell

lines, reporting ED 50 > 20 g.

Our results differ from these reports of cytotoxic activity in vitro. The
previously mentioned authors obtained the extracts at room temperature, while we
boiled the plant for over 3 hours to obtain agueous and methanol extracts. Under
these experimental conditions, it is possible that acids known to be contained in the
plant (caffeic, ferulic, chlorogenic, urosolic and oleanic acids), with proven
antitumoral activity in vitro (Huang et al., 1988; Huang et al., 1994; Liu, 1995) may

toose their cytotoxic and/or antitumoral properties.

P. major also contains the flavonoids; 7-luteoline, apigenin, hispidulin,
baicalein, etc. known for their capability of inducing carcinoma cell death
(Matsuzaki et al., 1996) and of inhibiting the growth of hepatoma cells (Motoo and
Sawabu, 1994). Even though these flavonoids may have been present in the

extracts, in our experiments they failed to inhibit the growth of transformed cells.
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Several studies have reported antimicrobial properties of Plantago major
agueous extracts obtained in tow temperature conditions have shown bactericide
and bacteriostatic activity in vitro (Davini et al.,, 1986). Methanol extracts have
shown antimicrobial activity against Salmonella typhimuriurn, and weaker activity
against Mycobacterium phlei and methicillin-resistant Staphylococcus aureus, but
they did not inhibited the growth of Bacillus subtilis, Escherichia. coli, Serratia
marcescens, and, Aerobacter aerogenes. (Moskalenko, 1986; Caceres et al.,

1978b; Caceres et al., 1990; McCutcheon et al., 1992).

We found here that the aqueous extract did in fact inhibit B. subtilis growth
in a dose-dependent fashion. Furthermore, our methanol extract was active against
B. subtilis even though Caceres, 1978b); Moskalenko, 1986; McCutcheon et al.,

1992, reported for methanol extracts.

it is important to point out that the hexane extracts inhibited the growth of E.
coli in a dose dependent fashion. Under our experimental conditions, the extracts
obtained with polar solvents seem to be more effective against B. subtilis (gram
positive), while the extracts obtained using non-polar solvents inhibited E. coli
(gram negative) more efficiently. This finding may be refated with the polarity of the
extract compounds and their capability to penetrate cell walls with hydrophilic
environments (gram positive bacteria) or lipophilic environments {gram negative

bacteria).

16



P. major is popularly known for its antitumoral and antibacterial properties,
which has been found to be effective among people who have used this plant to
treat such diseases. In vitro assays have produced contradictory results. However,
this plant may be useful to treat such diseases, not only because of its putative
antimicrobial or antitumoral action but also by immune system activation, making
the individual competent to challenge such diseases. Although there are no
previous reports with experimental evidence to support the latter statement.
However, the results reported here demonstrate that P. major stimulates
lymphocyte and precursor cell proliferation both directly (in the spleen) and
indirectly {in the bone marrow), which play a determinant role in the immune
response. Furthermore, our group has obtained an aqueous macerate from P.
major aerial parts, which stimulated spleen cell proliferation, but not bone marrow
cell proliferation (data not shown), confirming the lymphopoietic activity of the plant.
The present study has experimentally demonstrated the hematopoietic activity of
Plantago major. Its ability to stimulate lymphocyte proliferation is of particular
importance, leading to the possibility of being studied and used as an immune
system stimulator. The lineage and maturation level of cells that are responsive to

agueous and methanol Plantago major extracts remains to be determined.
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Figure legends

Figures 1a and 1b.

Tittle: Hematopoietic Activity of Plantago major Extracts in vitro
Figure Legend: Dose-response curve showing the effect of Plantago major

extracts on mouse bone marrow cell proliferation. Data are expressed as mean +
standard error. p<0.001

Figure 2

Tittle: Effect of Plantago major Aqueous and Methanolic Extracts on Mouse
Spleen Cell Proliferation.

Figure Legend: Dose-response curve showing the effect of Plantago major

aqueous and methanolic extracts on mouse spleen cell proliferation. Data are
expressed as mean * standard error. p< 0.001

Figure 3

Tittle: Cyiotoxic Activity of Plantago major L Methanolic Extract on Transformed
Human Cell Lines.

Figure Legend: The effect of Plantago major methanolic extract (1, 10 and 100
ug/mL) on human transformed cell proliferation. Data are expressed as mean *
standard error.

Cell lines: HCT-15, colon carcinoma; SCQ-UISO, cervix carcinoma; OVCAR, ovary
carcinoma; KB nasopharynx carcinoma.
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Table 1
Antimicrobial activity® of Plantago major aerial part extracts

Extract ng/mL Agueous Methanol Chloroform Hexane
Microorganism® E B C E B C E B C E B C
0.40 - 22 - - 11 - 12 - - 34 - -
0.20 - 20 - - 9 - 9 - - 30 - -
0.10 - 14 - - - - - - - 24 - -
0.05 - 11 - - - - - - - 18 - -
0.025 - 6 - - - - - - - 13 - -

Controls®® 35 28 18 35 28 18 35 28 18 35 28 18

ADiameter in mm of the zone of inhibition (n=9)

bE: Escherichia coli., B; Bacillus subtilis., C: Candida albicans

¢Control for E. coli and B. subtilis: Penicillin10*1U/mL -Streptomycin 10%ug/mL
dControl for C. albicans: 1X Antifun Solution




