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RESUMEN.

El banceno es uno de los agentes quimicos utilizados con mayor frecuencia. Se encuentra como uno de los
principales contaminantes en el ambiente como resultads de la produccidn, maneje, transporte y
combustién de la gasolina. La via de exposicidn al benceno mas frecuente en el hambre es la inhalacion,
aunque también puede ocurrir la absorcién cutanea y @n menor proporcion por via oral. El benceno se ha
asociado con el desarrollo de una amplia gama de trastornos como depresion del sistema nervioso central,
hepatotoxicidad, carcinogénesis, alteraciones en sangre periférica, inmunotoxicidad. hematotoxicidad (
leucemia, anemia refractaria y anemia aplastica). Para conocer el dafto celular causado por el bencena en
animales de laboratorio {rata y ratén), se utiliza con mas frecuencia la via de exposicidn inhalatoria, debido
a que es la principal fuente de contacto en el hombre, sin embargo los esquemas de tratamienta empleados
difieren mucho entre si, reportando resuitados que hasta el momento no son concluyentes. Par tal motivo el
objetive de! presente trabajo fue: Establecer un modelo reproducible de induccién de anemia aplastica
con benceno por via subcutinea en rata y ratén que permita su utilizacién en el estudio de los
diferentes estadios de este padecimiento. Se utilizaron dos especies diferentes (rata y raton) y para
cada caso se ensayaron dos esquemas de induccion de anemia aplastica (a y b} mediante la
administracién subcutdnea de bencene respectivamente. Se emplearon 150 ratas macho cepa Wistar de 8
semanas de edad. Esquema 1a: 30 ratas fueron distribuidas en 3 grupos con 10 animales cada uno:
Control, sin tratamiento (Con1a), Testigo: 2 mL de aceite de maiz/Kg de peso via subcutanea (Tesia),
Experimental: 2 mL de benceno (J.T. Baker) 50% wiv en aceite de maiz/Kg de peso via subcutdnea
(Ben1a). La administracion de Io$ tratamientos siguié un esquema de cinco dias de aplicacion y dos de
descanso durante 8 semanas. Esquema 1b: se emplearon 120 ratas distribuidas en cuatro lotes de treinta
animales cada uno: tratados durante 8 semanas hasta completar 10, 20, 30 y 40 aplicaciones, (siguiendo el
mismo esquema que para 1a). Cada lote fue subdividido en tres grupos con 10 animates de la siguiente
manera: Control, (Con tb), Testigo: {(Tes 1b), Experimental: {Ben 1b). los que recibieron el tratamiento por
la misma via y en la misma concentracién que para el esquema 1a. Por otra parte. se utilizaron 180 ratones
macho cepa CD1, de 8 semanas de edad. Esquema 2a: 90 ratones fueron distribuidos en tres lotes de 30
cada uno: Control, (Con 2a), Testigo (Tes 2a); Benceno (Ben 2a). Cada lote fue subdividido en tres grupos
de 10 animales, el tratamiento se administré a cada grupo, siguiendo el mismo esquema para la rata, hasta
completar 10, 15 y 20 aplicaciones respectivamente. En el segundo esquema se emplearon 90 ratones que
fueron distribuidos de ta misma manera que para el esquema 2b, se administré el benceno cada tercer dia
con dos dias de descanso hasta completar las 10, 15 y 20 aplicaciones respectivamente. Dos dias después
del término de los diferentes periodos de inaculacién a cada grupo, se evalud el cuadro clinico, se abtuvo la
sangre por puncion cardiaca y se realizé biometria hematica completa. La médula 6sea fue obtenida para fa
cuantificacién de células nucleadas totales. Ei bazo fue aislade, para su estudio histopatolégica. Con
ambos esquemas de induccion de anemia aplastica en rata, la administracion de 40 aplicaciones de
benceno por via subculdnea provoctd pancitopenia aplasica sostenida en ausencia de alteraciones no
hematoldgicas. En ratén, a pesar de que los dos esquemas de tratamiento con benceno ensayados
pravocaron un cuadro de anemia aplastica, el esquema (2a) causé efectos colaterales que alteran la
manifestacion de la anemia aplastica. En el esquema {2b) se logré provacar de manera clara un cuadro
caracleristico de anemia aplastica, lograndose ademas la supervivencia de los animales de
experimentacion ¢on el menor nimero de alteraciones no hematoldgicas. Con este trabajo se ha logrado
establecer un modelo experimental para la induccion de anemia aplastica con benceno en rata y ratdon por
via subcutanea, con resultados equiparables a los comunicades para ta inhalacion de éste compuesto,
logrando con ello disminuir ef tiempo de tratamiento y el empleo de equipo costoso, teniendo mayar controf
sobre la dosificacion, el tiempo de tratamiento y la administracion del benceno, asi como conocer el
comportamiente del cuadro a diferentes tiempos de aplicacin. Logrando can este sistema de trabajo dos
modelos de bajo costo y facil repraduccion.



INTRODUCCION.

El benceno es uno de los agentes quimicos industriales utilizados con mayor
frecuencia: como disolvente de pinturas, pegamentos, barnices, agentes desengrasantes
y en la produccidn de pieles artificiales (Goldstein & Wits. 1992). Por su alta capacidad de
vapaorizacion, se encuentra como uno de los principales contaminantes constantes en el
ambiente como resuitado de fa produccion, manejo, fransporte y combustion de la
gasolina (IPCS 1993).

En la atmésfer/a, el benceno presenta una permanencia variable, desde unas
pocas horas hasta dias dependiendo de las condiciones climaticas y de la concentracion
de radicales hidroxilos, nitrogeno y didxido de azufre atmosféricos. Los niveles
ambientales del benceno en areas rurales van de 2 a 349 pg/m* (0.0006 - 0.1082 ppm),
en contraste en centros industriales y urbes se han medido niveles por encima de 10 000
ug/m? (3.1 ppm). Puede ser removido de la atmésfera gracias a la precipitacion fiuvial,

ocasionando contaminacion de las aguas superficiales continentales (IPCS 1993).

En espacios cerrados, como en casas o departamentos, la presencia de benceno
puede atribuirse entre otras causas al humo de cigarro, a la evaporacién de solventes,
limpiadores de alfombras, detergentes liquidos, grasas y ceras utilizadas para limpiar o
restaurar muebles (Warner 1993); por ejemplo, en estados Unidos de Norte América, se

han llegado a monitorear niveles de hasta 500ug/m? (0.155 ppm).

La via de exposicion al benceno més frecuente en el hombre es la inhalacidn,
aunque también puede ocurrir por absorcién cutanea y en menor proporcién por via oral
mediante la ingestion de carne irradiada o enlatada y tratada con calor (IARC 1982); asi
como por el consumo de productos del mar presentes en aguas contaminadas con
petrolec o gasolinas. Se calcula que la exposicion diaria por consumo de alimento e
ingesta de agua contaminados es minima, de: 5-24ug/kg de peso (Ferrairo ef af. 1985).

El benceno es metabolizado principalmente en el higado, mediado por el sistema

enzimatico de la citocromo P-450 IIE| asa, dando lugar a una gran variedad de productos



hidroxilados y de cadena abierta que son transportados hacia la médula osea donde

ocurre un metabolismo secundario (Figuras 1y 2).
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Figura 1. Modelo fisiologico propuesto por Ramsey & Andersen (1984) para las

vias de absorcién, distribucién a los tejidos y metabolismo del benceno en

roedores.

Metabolismo del benceno.

Las formas posibles por las que los metabolitos del benceno pueden inducir
toxicidad son: las uniones covalentes de los metabolitos reactivos de este solvente a las
membranas celulares y la capacidad de los mismos para inducir alteraciones oxidativas

(Snyder et al 1978; Snyder et al 1980).

Lo



El metabolismo del benceno puede seguir diferentes vias para su modificacién y

posterior eliminacion:

1.- El fenol es el primer metabolito formado por la oxidacion del benceno, seguido de la

conjugacion de este a fenil-sulfato y fenil-glucurénido.

2.- Una segunda via para la oxidacién del benceno consiste en la reaccién con glutation
y una modificacion subsecuente de los acidos mercaptiricos, esta via esta representada
por la combinacion de la concentracion total de los acidos: prefenil-mercapturico y fenil-

mercaptdrico.

3.- La tercera via para el metabolismo de! benceno involucra reaccion del benceno
oxidado hacia fenol, oxidacién a hidroguinona y conjugacién de glucuronido o sulfato de
hidroquinona, para esta via las concentraciones totales de hidroquinona-glucorénido y

sulfato de hidroguinona se combinan.

4.- La cuarta via es la conversion del benceno oxidado a acido mucénico posiblemente a
través de un intermediario como el muconaldehido. Aunque el benceno puede dar origen
a ofros metabolitos como el catecol o el trihidroxibenceno, estos se encuentran en muy
bajas concentraciones, por lo que las vias de formacion de dichos metabolitos son poco
estudiadas (Medinsky et al. 1978; Medinsky ef al. 1989). Se asume que el metabolismo
de este solvente se lleva a cabo en el higado. Las vias para el metabolismo del benceno

se muestran en la figura 2,
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Figura 2. Esquema del metabolismo del benceno. Modificado por Huff et al. 1983,

Basados en los hallazgos experimentales, se sabe que la eliminacién del benceno
y sus metabolitos es la siguiente: aproximadamente el 40% sale del organismo por medio
del intercambio de gases en la respiracion: el restante es oxidado y eliminado
principalmente como fenol (25 — 50 %) y sus derivados (fenilglucurénido 5 % vy fenil
sulfato 50 %), seguido del bencil glicol (0.3 %), los acidos trans — trans mucénico y fenil

mercaptarico (0.5 %), hidroquinona e hidroxiquinona (5 y 3% respectivamente) figura 3.
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Figura 3. Esquema del metabolismo y eliminacién del benceno. Modificado por

Huff et al. 1983.

Detido a su presencia constante en el ambiente y [a industria, el benceno se ha
asociado con el desarrollo de una amplia gama de trastornos, como depresion del
sistema nervioso central, irritacion cutanea, hepatotoxicidad, carcinogénesis
mielotoxicidad, alteracicnes en sangre periférica e inmunotoxicidad por depresion de la
proliferacién de finfocitos B y T entre otros (Ross et al. 1996; Hiliman et al. 1977: Irons et
al.1979; Woo et al. 1989; Henderson 1996). Se ha encontrado que el benceno es capaz
de unirse al ADN formando aductos de desoxiguanosina y desoxiadenina en las células
mieloides de roedores (IARC1982).

En estudios realizados por Yin y colaboradores {1987) se evaluaron los dafios
hematolégicos en trabajadores expuestos al benceno durante el periodo de 1972 a 1987,
en estos estudios se diagnosticaron 42 casos de leucemia, 17 linfoma no Hodgkin y otros

sindromes mielodisplasicos, se observé que las enfermedades se presentaron en igual
6



proparcion entre hombres y mujeres y se demostrd que el desarrollo de la enfermedad se

asocia con la exposicién acumulativa de benceno.

Linet y colaboradores en 1986, reportaron que los trabajadores expuestos a este
solvente presentaron una tasa mas aita de mutaciones somaticas y varias clases de

aberraciones cromosémicas en linfocitos periféricos.

Los efectos mas significativos de 1a exposicion al benceno son hematotoxicidad,
inmunotoxicidad y carcinogenicidad; por lo que tradicionalmente se ha reconocido que
varios tipos de discrasias sanguineas, entre las que se incluye a la anemia,
trombocitopenia, granulocitopenia, linfocitopenia, pancitopenia, leucemia anemia
refractaria y anemia aplastica, son el resultado de la exposicion al benceno y constituyen
diferentes estados de intoxicacion; tales cambios o alteraciones deben ser reconocidos
como procesos dinamicos y no como entidades estaticas y discretas. El efecto del
benceno sobre el sistema inmunolégico y hematopoyétice esta en relacion directa al
tiempo y dosis, notandose un efecto dosis-respuesta (IPCS 1993). Lo que podria
extrapolarse a lo observado en pacientes en los que el desarrollo de anemia,
granulocitopenia y linfocitopenia (leucopenia), trombocitopenia, representan la etapa
inicial de enfermedades hematoldgicas de prondstico fatal como leucemia, sindromes

mielodisplasicos y anemia aplastica {(AA).

Hematopoyesis.
La hematopoyesis es el proceso mediante por medio del que se lleva a cabo la
formacion y desarrollo de las diferentes células sanguineas a partir de la célula madre

pluripotencial {stem).

Durante las primeras semanas del desarrollo embrionario, las células stem, se
encuentran en el saco vitelino, las cuales comienzan a diferenciarse en células eritroides,
provistas de hemoglobina embrionaria. Desde el tercer hasta el séptimo mes de
gestacion, las celulas stem migran en primer lugar hacia el higado fetal, y posteriormente
al bazo fetal, donde contintia el proceso de hematopoyesis. A partir del séptimo mes, |a

hematopoyesis en el higado y bazo, disminuye gradualmente hasta el nacimiento: en ese



momento, el papel de la médula dsea como principal 6érgano hematopoyético, adquiere
preeminencia (figura 4).
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Figura 4. Ontogenia de la hematopoyesis en el humano. Fuente Hammening 1990.

Todas las células sanguineas proceden de la mencionada célula stem. En ia
médula dsea, la proporcion entre la célula stem y las demas células es de 1: 10000. La
celula presenta la capacidad de autorregeneracion, de modo que durante la vida adulta
se mantiene homeostaticamente; en circunstancias de alta demanda de células

sanguineas aumenta su capacidad proliferativa (figura 5).
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Figura 5. Esquema de la hematopoyesis normal en humanos. Clave: UFM-Germ:
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Granulocitos Macréfagos (GM), Basofilos (Bas), Eosindfilos (Eo), Granulocitos (G),
Macroéfagos (Mac), Eritrocitos (E); PMN: Polimorfonucleares. Fuente: Powers, P.
1995. Hematopathology. Cornell University Medical College.



A partir de la célula stem, se originan dos linajes principales: el linaje linfoide y el
mieloide, a este nivel, los progenitores celulares quedan "comprometidos” o restringidos
a seguir una determinada ruta de diferenciacion; en el caso del linaje linfoide,
exclusivamente se produciran linfocitos, mientras que el linaje mieloide, dara origen a
eritrocitos, plaguetas, basdfilos, eosinofilos, neutréfilos y macrofagos respectivamente;
ello se debe a que ambos linajes adquieren la capacidad de responder a determinadas

sefales (citocinas), figura 6.



Figura 6. Esquema de la hematopoyesis normal en humanos, en donde los
diferentes precursores sanguineos en presencia de las citocinas especificas
quedan comprometidos con una estirpe cetular. Fuente: David C. Dale 1998. En
Scientific American: Medicina capiulo 14, 1998.

En la médula 6sea adulta, las células hematopoyéticas van madurando y
diferencidndose en el interior de un estroma compuesto por céfulas no hematopoyéticas
{osteoblastos, osteoclasto, células grasas, células endoteliales endoteliales, fibroblastos,
etc.). La maduracién se debe al microambiente suministrado por ia matriz celular del
estroma junio con factores solubles principaimente. Entre ellos se encuentran diversos
factores de crecimiento. Las células ya diferenciadas pasan a través de la pared
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sinusoidal, a los sencs de la medula Gsea, desde donde acceden a la circulacion

periférica (figura 7).

Figura 7. Microfotografia con microscopio electrénico de barrido en donde se
representa la distribucién celular en la maduracién de las células sanguineas. A)
células mieloides maduras en la médula ésea; B) célula tallo totipotencial “stem";
C) y D) A mayor aumento, sinusoie mostrando la salida de eritrocitos y
granulocitos hacia la circulacién; E) Corte a través de la médula 6sea, se observa
sinusoide central y conexiones. Fuente : Neupogen: Monografia del producto, F.
Hoffmann-La Roche Ltd., Basilea, Suiza, |. MED. SGE - 1839/J.



Factores hematopoyéticos de crecimiento
Las celulas hematopoyéticas requieren factores de crecimiento para garantizar {a
supervivencia y flevar a cabo los procesos de multipiicacién, diferenciacién vy

maduracion.

Existen varios tipos de factores:

1. Faclores estimuladores de formacién de colonias {CSF), pertenecientes a la
familia de las glucoproteinas acidas. Entre los que encontramos a: [a interleucina 3
(IL-3) o factor de estimulacién de colonias maltiples, es un factor multilinaje; GM-
CSF (estimulador de la linea granulocito-macréfago);, M-CSF (de Ia linea que
conduce al monocito-macrofago); G-CSF (de la linea que desemboca en los
granulocitos).

2. Eritropoyetina (EPO), que se produce en el rifién e higado, y que estimula el
crecimiento y diferenciacion de los progenitores eritroides para dar origen a los
eritrocitos.

3. Ofros factores; principalmente las interleucinas 1L-3 que es producida por los
linfocitos T, los queratinocitos y mastocitos, y estimula Ja produccion vy
diferenciacién de macrofagos, neutrdfilos, eosinéfilos, basdfilos, megacariocitos y
eritrocitos; la IL-6 que es producida por las células dei estroma medular, linfocitos
T y macréfagos, activa a los progenitores hematopoyéticos y células en {a fase G,
induce la maduracion de megacariocitos, induce el crecimiento y/o diferenciacion
de los linfocitos T y linfocito B; la IL-9 que es secretada por los linfocitos T, su
funcion es ayudar al soporte de la produccion de eritrocitos {colaborando con la
eritropoyetina) por las unidades formadoras de colonias eritroides en la madula
osea segregadas por células del estroma medular, macréfagos activados, etc
(Figura 8).
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Figura 8. En el proceso de formacion de las células sanguineas {(hematopoyesis),
intervienen diversas citocinas {Interleucinas ILs) y factores de crecimiento (SCF,
GM-CSF, M-CSF, Epo,) que tienen un efecto directo sobre la célula tallo
totipotencial “stem” para su duplicacién y diferenciacion para dar origen a las
diferentes poblaciones celulares presentes en sangre periférica. Fuente: Hiromitsu
Nakauchi et Gabriel Gachelin. 1993. Les Cellules Souches du Sang. La Recherche
{spécial: Le Sang). 254 Mai. Volume 24. Page 537 — 541.



Regulacién de la hematopoyesis.

La hematopoyesis se mantiene durante toda la vida del individuo, de modo que el
nomero de células nuevas equilibra al de células que se pierden o mueren. Cada tipo
celular tiene una vida media mas o menos caracteristica: los eritrocitos viven alrededor
de 120 dias, al cabo de los cuales son fagocitados por los macréfagos del bazo, los
neutrofilos tienen una vida media de unos pocos dias y algunos linfocitos T pueden duran

mas de 30 afos.

En el cuerpo humano se producen aproximadamente unos 400 000 millcnes de

células de la linea hematopoyética cada dia.

La hematopoyesis esta regulada de forma muy fina, de modo que cada tipo celular
tiene un control diferente, pero ademas, esta regulacidn es lo suficientemente flexible
para permitir incrementos especificos de 10 o 20 veces ante una proceso infecciosos o
una hemorragia. La regulacion de fase estacionaria (en ausencia de infeccion o de
hemorragia) se logra por la produccién y liberacién controlada de citocinas principalmente
por parte de las células del estroma de la médula dsea. Ante una infeccion o hemorragia
se produce una hematopoyesis inducible (incrementada), por la accién de citocinas
segregadas por macréfagos y linfocitos T (cooperadores): se incrementa la cantidad de
células especificas de la médula dsea, que al madurar tenderan a migrar al foco de

infeccién o lesion.

Muerte celular programada.
En cada linaje hematopoyético existe un equilibrio entre 1a produccion de nuevas
células y Ia destruccién de células adultas. Esta destruccion ocurre por la llamada muerte

celular programada o apoptosis, en la que los eventos principales observados por

microscopia son:

1. La célula disminuye de tamafio (se encoge), se modifica su citoesqueleto, lo cual
se refleja en que la membrana celular se arruga.,

2. Lacromatina se condensa en varias zonas del nlclec (fenémeno de picnosis).

3. E{ ADN se fragmenta en miltiplos de unos 200 pb, el equivalente al que existe en
cada nuclecsoma, debido a la accién de nucleasas, que cortan por la region
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internuclesdmica (ello se ve bien por el patron “en escalera” del ADN sometido a
electroforesis en gel de agarosa).
Los nicleos se fragmentan,
Al final, fa célula se descompone en varios trozos, los llamados cuerpos
apoptdticos, que rodeados de membrana, pueden contener organelos intactos.

6. Los fagocitos profesionales {macrofagos y leucocitos polimorfonucieares)
finalmente fagocitan y degradan los Cuerpos apoptoticos: de esta forma se logra
que el contenido de las células viejas no se libere al exterior, con lo que se evita la

respuesta inflamatoria (figura 9).

Este mecanismo de muerte celular programada, a diferencia del fenémeno de la
necrosis (por ejemplo, la que se genera por algun dario tisular). Las células no se hinchan
ni terminan estallando, ni liberando sus contenidos al exterior, con lo que no se producen
efectos citotdxicos en otras células y tampoco se desarrolla la inflamacion junto con Ia

destruccion de tejido caracteristica en el fenémeno de necrosis.

¢Qué hace que una célula moribunda o un cuerpo apoptético sea reconocido por
los fagocitos para su ingestién y destruccion intracelular? Al parecer, existe una serie de
cambios en su superficie de su membrana celular que permiten ese reconocimiento

{figura 9).
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Figura 9. En el reconocimiento y eliminacién de células propias tumorales o no
funcionales participan diversas poblaciones de linfocitos T {cooperadores},
linfocitos B, células asesinas naturales y macréfagos, ademas de moléculas
como citocinas y anticuerpos (inmunoglobulinas), receptores y moléculas
accesorias, las cuales pueden tener un efecto directo sobre la célula blanco o
bien producir una mayor activacion de la respuesta inmune local por medio de
las interleucinas (ILs). La alteracién de alguno o varios de estos elementos
permite que se lleva a cabo una reaccién inmune en contra la célula stem
(normal), produciendo una inhibicién inmunolégica de la hematopoyesis.
Fuente: Barrera, M. et al. 1995.

CELULAS LINFOIDES

Los linfocitos T y B son los responsables de la respuesta inmune especifica. Se
producen en los organos linfoides primarios y de alli migran a érganos linfoides
secundarios y a espacios tisulares. En el adulto existe un billdn de linfocitos, equivalentes

a un 2% del peso corporal. Suponen del 20 al 40% de los leucocitos totales. Existen tres



poblaciones de linfocitos funcionaimente distintas, caracterizada cada una por un juego

de marcadores, pero son dificiles de reconocer morfoldgicamente entre si:

1. células T
2. células B
3. células NK

Los linfocitos T y B virgenes (no cebados) son pequefios (6 pm de diametre), con
poco citoplasma, que forma un estrecho anillo alrededor del nucleo. Poseen cromosomas
condensados, con abundante heterocromatina; albergan pocas mitocondrias, y apenas

nada de reticulo endoplasmico ni de complejo de Golgi (figura 10).

En si mismos, en ausencia de un antigeno (Ag) especifico, tienen vida corta (de
unos dias a unas pocas semanas), y facilmente sufren muerte celular programada.

En cambio, si entran en contacto con el Ag a partir de sus receplores especificos,
sales de la fase Gp y entran en el ciclo celular (Go ™ G,—+*S - G; - M). En la fase G;
corresponden a linfoblastos: aumentan su tamarfio (15 pm), aumenta algo la eucromatina,
aparece un nucleolo patente y aumenta fa proporcién del citoplasma bien desarroliado.

Estos linfoblastos proliferan y finalmente se diferencian en dos subpoblaciones:

1. Ceélutas efectoras, de vida corta, con reticulo endoplasmico rugoso
bien desarrollado en capas conceéniricas.
2. Células de memoria, que estan en Gy, con vida larga (algunas duran

toda {a vida del individuo).

Linfocitos B.

En los mamiferos, los linfocitos B se diferencian en la médula ésea, mientras que
en las aves lo hacen en la bursa o bolsa de Fabricio. Constituyen del 5 al 15% de los
linfocitos circulantes. Reconocen al antigeno en forma soluble, por medio de sus
inmunoglobulinas de membrana {mlg), que forman parte del complejo receptor de las
celulas B (BCR). En cada linfocito hay unas 150.000 moléculas de mlg (de las clases M y
D), que han sido sintetizadas por él. Todas estas moléculas poseen Ja misma
especificidad antigénica. Acompariando a cada mlg, unidas no covalentemente con ésta,
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existen dos tipos de cadenas acompafiantes, llamadas inmunoglobulinas Iga e Igb , que
son invariables. Otros marcadores de superficie: receptores para el complemento: CD35
(=CR1) y CD21 (=CR2), receptor para IgG exdgena: CD32 {(=FcgRIl), que juega un papel

en las seftales negativas para el linfocito B.

En ausencia de estimulo antigénico, estos linfocitos B maduros virgenes mueren
por apoptosis al cabo de unos pocos dias. Si, en cambio, se une por su receptor de la
célula B (BCR) al Ag complementario especifico (y con la ayuda de sefiales de
macrofagos y células T), se pone en marcha la seleccién y proliferacion clonal, que
termina (al cabo de 4-5 dias) con la diferenciacién de dos subpoblaciones: una de células
plasmaticas secretoras de anticuerpos (Abs), y otra de células B de memoria (cebadas).

Las células plasmaticas poseen las siguientes caracteristicas:

Carecen de lg de membrana, son mayores y con mas proporcién de citoplasma
que las B de las que proceden, su reticulo endoplasmico (RE) esta muy desarrollado,
Esto explica la gran cantidad de anticuerpos secretados que producen; esos anticuerpos
poseen la misma especificidad antigénica que la de las mlg de la célula B original. No
circulan por la sangre ni por los vasos linfaticos, sino que se localizan en los érganos
linfoides secundarios y los lugares de la respuesta inmunologica. Viven unos pocos dias;
al ser celulas en fase de diferenciacion terminal, carecen de capacidad mitdtica, y mueren

por apoptosis.

Los linfocitos B cebados de memoria, en cambio, pueden vivir en reposo durante
largos periodos (mas de 20 o 30 afos}. Cuando se exponen al Ag especifico, dan una
respuesta inmunitaria mas rapida, mas intensa, y con mayor afinidad. Su aspecto es

similar al de los linfocitos B virgenes.

Linfocitos T.

Durante la infancia, se diferencian en el timo, pero al llegar ia adolescencia, el timo
involuciona. Estas células poseen un receptor de membrana (TCR) asociado no
covalentemente al llamado complejo CD3, lo que conjuntamente se denomina complejo
receptor de las células T. Aungue el TCR es diferente estructuralmente a ias Ig, posee

zonas homologas. Una diferencia importante del modo de reconocimiento antigénico del
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TCR respecto del BCR es que aquél sélo interacciona con el Ag dispuesto en la
superficie de células del propio organismo (de hecho, el antigeno procede de
procesamiento proteclitico, y le es "ensefiado” al linfocito T asociado a moléculas de
MHC).

Los receptores de la célula T estan formados por dos cadenas peptidicas con peso
molecular de 43 — 49 y 38 - 44 kDa respectivamente. Las dos cadenas tienen un
contenido diferente de oligosacaridos. iniciaimente las dos cadenas fueron identificadas
como a y B. Posteriormente, cuando el TRC fue estudiado desde el punto de vista
ontogénico, se observd que también podian estar formados por otras dos cadenas
diferentes a las anteriores, a las que llamaron y y 5. Esto ha servido para establecer la
existencia de dos clases de TCR. Los de clase | poseen cadenas a ¥y B y los de clase I}
tienen cadenas y y . Los linfocitos T que expresan el TRC yis aparecen el timo antes que
los linfocitos T con TCR o5 . La presencia de los primeros se manifiesta como en oleadas,
donde cada una de ellas parece estar representada por una familia distinta de linfocitos
Cuyas cadenas y y & aparecen primero en el citoplasma, luego se pueden encontrar tanto
en el citoplasma como en la superficie de la membrana y finalmente solo estan presentes
en la membrana, asociados no covalentemente para formar el TCR. El nomerc de
linfocitos con esta clase de receptor en la sangre periférica en el humano es
significativamente menor que los que expresan las cadenas a/f. A diferencia de los
linfocitos con TCR 45, una vez que abandonan el timo los linfocitos con TCR vis Se dirigen
selctivamente hacia varios tejidos como la piel, los pulmones, el aparato reproductor y el
intestino, en donde se localizan intraepitelialmente, en donde su nimero es mayor que
aquellos linfocitos que expresan el heterodimero a/f  (Garcia 1997). Las células T
poseen el TCR de clase Il se pueden dividir en dos tipos: Las TCR2 CD4* funcionan
como células cooperadoras (Ty): reconocen el Ag expuesto por el MHC-II propio de
células presentadoras de Ag (APC), y al hacerlo, se activan y expanden clonalmente,
secretando citocinas que juegan un papel clave en la activacién de otras células (B, T,
etc.}. las TCR de clase Il CD8" generalmente funcionan como células T citotéxicas (Tc).
Reconocen el Ag expuesto en moléculas MHC-I de células propias infectadas con virus o
cancerosas, lo cual, junto con las senales adecuadas de citocinas, provoca la activacién y
proliferacion clonal, con diferenciacion a linfocitos T citotoxicos (CTL), que matan
extracelularmente a las células propias enfermas.
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Por supuesto, en cada uno de estos casos de activacion, proliferacion vy

diferenciacion, se genera paralelamente una subpoblacion de linfocitos de memoria.

Durante mucho tiempo se hablé de una tercera categoria de linfocitos T, los
llamados supresores (Ts), pero su existencia como poblacion diferenciada parece estar

descartada.

Céluias asesinas naturales (NK).

A diferencia de otros linfocitos, carecen de especificidad y de memoria, por lo que
forman parte del sistema de inmunidad natural o inespecifico, representan el 15-20% de
los linfocitos sanguineos. Sus marcadores distintivos son CD16 y CD57, pero carecen de
marcadores de los linfocitds del sistema especifico, su maduracion es extratimica: La
mayoria (no todos) son linfocitos granulares grandes (LGL), con mayor proporcién de
cioplasma que los linfocitos T o B. Poseen mitocondrias y ribosomas libres, pero poco
reticulo endoplasmico rugoso {Rer). Lo que mas destaca a microscopio es la existencia
de unos granulos azurdfilos densos a los electrones, delimitados por membrana...Poseen
dos tipos de funciones: accion citotéxica y accion reguladora del sistema inmune a través

de las citocinas que producen {figura 10).

Como celulas citotoxicas, su papel fisiologico se estda empezando a comprender
solo recientemente: existen buenos indicios de que eliminan por induccién de apoptosis a
células propias infectadas con virus o células tumorales. Ello lo realizan porque
reconocen células propias enfermas en base a que éstas poseen menos moléculas MHOC-
[, también pueden desarrollar citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC),



CELULAS MIELOIDES.

Las células mieloides son;

Fagocitos: leucocitos polimorfonucleares neutrédfilos {PMN) y monocitos, que a su
vez se diferencian a macréfagos. Células dendriticas. Eosinofilos. Baséfilos. Masocitos
{figura 10).

Los fagocitos.
Los granulocitos neutréfilos y los monocitos/macréfagos poseen un origen comun.
Su antecesor ontogenético es la célula pruripotencial mielo-monocitica (CFU-GM), que se

diferencia en dos lineas.

Polimorfonucleares neutréfilos.

Constituyen mas del 90% de los granulocitos {polimorfonucleares)Son de vida
corta (2-3 dias), y se producen en la médula 6sea a razon de unos cien mil millones al
dia, son circulantes, salvo cuando son reclutados a tejidos en inflamacién, su nicleo es
multilobulado {de 2 a 5 [dbulos), posee granulos citoplasmicos de dos tipos: los azurofilos
(primarios) y los especificos (secundarios). Tras salir de la médula dsea, circulan por la
sangre durante 7-10 horas, y luego pasan a tejidos, donde mueren a los 2-3 dias.
Cuando hay infeccidn, la médula ésea produce mas cantidad de neutrofilos (la
leucocitosis de neutréfilos es un indicio clinico de infeccion). Son los primeros fagocitos
en llegar a la zona de infeccion, atraidos por quimiotaxis debida a sustancias liberadas en
el foco de la infeccidn, al llegar al foco, actian como fagocitos: ingieren la particula

extrafia, incluyendola en un fagosoma al que se fusionan sus granulos:

Granulos azurdfilos (primarios): son mayores y mas densos, con tipica morfologia
de lisosoma. Contienen mieloperoxidasa y agentes antimicrobianos no oxidantes

{defensinas, catepsina G y algo de lisozima).

Granulos especificos (secundarios): son mas pequefios y menos densos a los
electrones; contienen la mayor parte de la lisozima de la célula, asi como lactoferrina y

fosfatasa alcalina.
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Ambos tipos de granulos se fusionan con el fagosoma, para digerir y eliminar la
particula extrana, con mecanismos dependientes de oxigeno mas potentes que los del
macrofago. Estas células constituyen una buena barrera defensiva frente a bacterias

piogénicas.

Fagocitos mononucleares.

El sistema fagocitico mononuclear (SFM) esta constituido por los monocitos
circulantes y los macréfagos tisulares. Los promonocitos de la médula ésea, al madurar
salen de ella, diferenciandose en monocitos circulantes, que al cabo de unas B horas

emigran a distintos tejidos, donde se convierten en macréfagos.

Monocitos
Son células de unos 10-18 pm de diametro, con nicleo en forma de herradura o de
pera. Su membrana, vista al microscopio electrénico, aparece con finas
rugosidades. Su citoplasma posee granulos azuréfilos, que al microscopio
electronico son densos y homogéneos. Dichos granulos son lisosomas que
contienen peroxidasa e hidrolasas acidas importantes para el mecanismo de
muerte intracelular de microorganismos. E! aparato de Golgi esta bien

desarrollado, y se cbservan mitocondrias.

Macréfagos
Como se ha mencionado, al cabo de unas & horas de su salida de la médula, los
monocitos migran a tejidos y se diferencian a macrofagos. Los macréfagos pueden ser

residentes (fijos en tejidos) o libres,

Residentes: cumplen misiones concretas en cada uno de los tejidos, pudiendo

recibir, en su caso, denominaciones peculiares, por ejempio:

células de Kupfier, en las paredes vasculares de los sinusoides hepaticos
celulas mesangiales de los glomérulos renales
macréfagos alveolares de los puimones

macréfagos de las serosas (p. €j., de la cavidad peritoneal)

[29]
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células de la microglia del cerebro
osteoclastos de los huesos

histiocitos del tejido conjuntivo

Libres: estan estratégicamente situados para atrapar material extrario en érganos

linfoides secundarios;

macréfagos de los sinusoides esplénicos (en el bazo)

macréfagos de los senos medulares (en los ganglios linfaticos)

Caracteristicas principales:

Los macréfagos son células de vida mas larga que los neutréfilos {meses e incluso
afos). Poseen un nicleo en herradura, en su citoplasma se ve un abundante reticulo
endoplasmico rugoso y gran nimero de mitocondrias. Estan especialmente adaptados a

luchar contra virus, bacterias y protozoos intracelulares.

Los fagocitos mononucleares constituyen el mejor ejemplo de células que, siendo
en principio del sistema inmune. natural, en el curso de la evolucion se han adaptado a

jugar papeles centrales en el sistema inmune adaptativo:

A) En la respuesta inmune natural; los fagocitos presentan dos tipos de actividades:
como fagocitos.
como productores de citoquinas.

1) Actividad fagocitica:

Los fagocitos engullen (fagocitan) particulas extrafas {microorganismos y
macromoléculas extrafias), ceélulas propias lesionadas o muertas y restos celulares. El
fagocito se ve atraido por quimiotaxis, se adhiere por receptores al microorganismo o
particula extrafia, con lo que se activa la membrana del fagocito, emitiendo pseudépodos
(basados en el sistema contractil de actina-miosina), que finalmente se fusionan,

cerrandose y creandose una vesicula membranosa que engloba al antigeno, denominada

fagosoma.
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En la ruta endocitica: el fagosoma se fusiona c¢an los granulos, para formar

el fagolisosoma.

El contenido vertido de los granulos, junto con otras actividades del
macréfago, supone una bateria de mecanismos microbicidas y microbiostéaticos,
ademas de enzimas hidroliticas que digieren las macromoléculas. Ei material de

desecho se elimina por exacitosis.

Este seria el mecanismo fagocitico basico (muy similar al ya existerte en
protozoos amebianos), pero dicho mecanismo primitivo se ve mejorado (unas 4.000
veces) por medio de otras componentes del sistema inmune: se trata de un conjunto de
moléculas, denominadas opsoninas, que recubren al microorganismo, y que sirven de
vinculo de union entre la particula invasora y el fagocito. Como ejemplo de opsoninas se
cuentan la IgG (para la que el fagocito posee el receptor Fcg R) y el componente C3b del
complemento (para el que el fagocito dispone del receptor CR1).

Las actividades antimicrobianas se clasifican en:

I.  mecanismos dependientes de oxigeno;
A.  intermediarios reactivos de oxigeno (ROI)
B. intermediarios reactivos de nitrdgeno (RN{)
. mecanismos independientes de oxigeno: proteinas antimicrobianas preformadas:
A, peptidos catidnicos como las defensinas
B. catepsina G (proteinasa neutra)
C. lisozima
D iactoferrina (secuestra Fe y altera las proteinas de FeS.

2) Produccion de citoquinas: Los macréfagos producen citoquinas que atraen a
otras células, sobre todo a PMN neutréfilos. Como veremos, dichas Citoguinas
son las responsables de muchos de los efectos sistémicos de la inflamacion {p.
ej., la fiebre). También producen factores para fibroblastos y celulas

endoteliales, que promueven la reparacién de los tejidos dafados.

(S
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B) Papet de los fagocitos como células accesorias en las respuestas inmunes

especificas!

1. Como céiulas presentadoras de antigeno (APC): Como dijimos, no todo el Ag se
degrada totalmente en la ruta endocitica. Como veremos oportunamente, quedan
‘peptldos de unos 10 aminoacidos de longitud, que se asocian dentro del
endosoma con moleculas MHC de tipo II. Los complejos {MHC-I + péptido} de la
vesicula émiérah a la membrana citoplasmica, ¢on lo que quedan expuestos en la

' suberficie del macréfago, listos para ser reconocidos por los linfocitos Ty
especificos, para su activacion.

2. Los macréfagoé son activados por los linfocitos Tylos linfocitos Ty activados tras
su contacto’ con Ias células presentadoras secretan a su vez citoquinas gue
activan a los macrofagos con lo que éstos mejoran sus capacidades’ fagociticas y
destructivas’ De.: esta _forma, los macrofagos activados por citoquinas sirven como
células efeétor’_aé de la inmunidad celutar.

3. Los macréfagos activados son a menudo los efectores finales de las respuestas
humorales. Conforme avanza la respuesta inmune, se produce IgG y se activa el
complemento, los cuales sirven como opsoninas que ayudan al macrdfago a sus
funciones fagociticas y citotéxicas (mejoras en un factor de 4.000). Por ello, el
macr()fagb- es frecuentemente en encargado final de eliminar al microorganismo en

la rama humoral de la inmunidad.

En resumen, el macréfago cumple un papel central en el sistema inmune,
participando-tanto en la fase de reconocimiento como en la de presentacion del Agyen

la efectora.

_Células dendriticas

Son células con ;nbrfoiogias caracteristicas: del cuerpo celular salen unas
prolongaciones alargadas, lo que le da aspecto parecidos a los de las células dendriticas
nerviosas. Al menos dos tip;os de desarrollo en de la célula dendritica ha sido identificado
“en raton, origen mieloide y linfoide. La evidencia que apova el origen mieloide ha sido
obtenida en estudios in‘i/r'tr'o, en’los que se ha observado que los precursores mieloides

dan lugar a granulb.ciitoslrﬁonocitos y células dendriticas mieloides bajo la influencia de!
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factor estimutante dé colonias de granulocitos macréfagos (GM-CSF). Por otra parte, se
h_a visto que 'est‘aVS'células, también tienen su origen a partir de precursores linfoides:; al
transfundir poblécioﬁeé de precursores linfoides en ratones previamente irradiados (con
la finélida'd de abatir la médula ésea), se observa el desarroilo de células B, T asesinas
" naturales Y céluias'dendritic_as que expresan la mélula de superficie CD8,. La capacidad
de generar céiulas_deﬁdri_ticas sin producir células asesinas naturales o linfocitos B se
mantiene a la baja por una hroduccién de la poblacién de pre - linfocitos T CD444, CD25:
CD3, sugiriendo que las. células dendriticas estan mas ligadas alas células T que a las
ases’inés naturales'_'o los linfocitos B. Las células dendriticas linfoides, son diferentes en
relacion al fe‘noti;.)o,' tbcal_izaciOn y funcidon a las mieloides; no obstante que ambas
subpoblaciones expresan altos niveles de CD11c, moléculas de clase Il del MMC, y
moléculas coestimulatorias CD86 y CD40, el que reaiza la mayor diferencia para
~distinguirlas es Ia e:_tpresilén del la moigculas CD8,, DEC-205 y CD1d, las cuales solo
estan presentes en.las células dendriticas de origen linfoide y se encuentran ausentes en
las de origen 'm‘ielo_ide:. ‘Las células dendriticas de origen linfoide se localizan en areas
ricas en Ii_nfocitds T como: bazo e higado; en contrasten las células dendriticas de origen
mieloide se localizan en las zonas marginales de los organos linfaticos {Bancherau et a/

- 2000).

En humanos, ia_hete‘rogeneidad de éstas celulas se releja en cuatro niveles: A)
Poblaciones precursor'és. Al menos dos subtipos de células dendriticas circulan en la
sangre: precursorés monocitos CD14+, CD11+ y CD11-, IL3Ra+. B) localizacion

. anatomica: El nivél dé-heterogeneidad esta reflejado por la localizacion anatomica, en la
que se incluye a la epiderrﬁi's. con fas células de Langerhans, el epitelio intestinal (células
dendriticas intestinales), el bazo (celulas dendriticas interdigitantes en la zona marginal ,

" células dendriticas del centro germinal), el timo, el higado y la sangre periférica. De todas
éstas células, no se ha b’odido establecer su origen, estados de maduracion y diferencias
funcionales. C’) funcion: Tanto en ratén como en el humano, las células dendriticas tienen
diferentes funcidnes, particularmente en la regulacion de la proliferacion del linfocito B y
la diferenciacion déjl linfocito T tipo 1 o tipo 2. D) Participacién en la respuesta inmune: el
principal papel de estas-células es la fagocitosis altamente eficiente, asi como |a

induccion a la tolerancia (Bancherau et al. 2000).



Existen dos tipos de células dendriticas, con funciones y propiedades diferentes,

~aungue ninguna presenta ‘una actividad fagocitica impartante.

Células dendriticas interdigitantes.
Aparentemente “derivan de precursores mieloides de la médula dsea. Estan
presentes en los intersticios de la mayor parte de los drganos (corazén, pulmon, higado,

. rinon, tracto gastrointestinal).

E! prototipo es la célula de Langerhans de la piel, muy rica en MHC-Il. Cuando
entran en contacto con un Ag, migran como células “a vela" por los vasos linfaticos
aferentes hasta Ilégar a la paracorteza de los ganglios linfaticos regionales, donde se
“copvierten en célﬁlas dendrﬁticas interdigitantes. Alli presentan el Ag a los linfogitos Ty,
para que se inicie la respuesta inmune. Parece ser que las células de Langerhans son
también las precursoras de las células dendriticas interdigitantes de los drganos citados

_anteriormente, y de las de las areas ricas en células T del bazo y del timo.

Estas célﬁlas dendriticas son las mas potentes inductoras de respuestas inmunes
restringidas por MHC-1I. Ademas, son mejores que otras células presentadoras en la
misién de presentar autoepitopos procesados a las células T restringidas per MHC-II, por

- lo que juegan un papel importante en la autotolerancia.

Células dendriticas foliculares.
No derivan de lafméd_ula Gsea, ¥y no parece que tengan que ver con las dendriticas
interdigitantes. Estan presentes en los foliculos secundarios de las dreas ricas en células

B de los ganglios y del bazo, asi como en los foliculos linfoides asociados a mucosas,



No tienen moleculas MHC-If en su superdicie, pero presentan gran cantidad de
receptores para el complemento (CR1 y CR2) y para las '9G (el Fcg R). Los
mmunocomplejos (complejos Ag-Ac) llegan a las areas de células B de estos organos
. linfoides secundarios, y alli quedan retenidos un cierto tiempo: se unen a los receptores
para Fc¢ de estas celulas que son muy abundantes en sus "perlas” (engrosamientos
esfericos eSpaCIados regularmente a lo largo de sus prolongaciones). Parece que estas
células desempenan un papel esencial en el desarrollo de las células B de memoria,

: Eqsinéﬁlos

Son granurocutos (es decnr PMN) presentes en sangre y tejidos, y constituyen def 1
al 3% de los leucocitos del individuo sano. Poseen nucleo bilobulado, citoplasma con
abundantes granulos de contenido basico, por lo que se tinen regularmente con
colorantes acidos como la eosma Estos granulos estan rodeados de membrana, pero al
microscopio electromco muestran en su interior unos cristaloides. Son céiulas moviles
que pueden mlgrar desde la sangre a los tejidos, atraidas por factores quimiotacticos
{como el ECF-A) Aunque tienen algun papel fagocitico, éste es mucho menos
. importante que en ios neutrofllos Su funcién principal es la defensa inespecifica frente a
grandes parasﬂos coro hefmtntos se unen a las larvas esquistosomulas de helmintos
previamente recubledas por IgE ¢ IgG, y entonces se degranulan, vertiendo una toxina
{proteina basica) y enzamas que controlan la respuesta inflamatoria, hidrolizando factores

anafilacticos hberados por Ios mastocitos (figura 10).

Basofilos y mastocitos

Constituyen menos .del 1% de los leucocitos, su ndcleo es bi o multilobulado
{basofilo) o redondeado {mastocito). Poseen abundantes granulos azul-violeta, densos a
los electrones, carecen de funcién fagocitica. Parece que los mastocitos derivan de Ia
misma rama que los basoflfos pero mientras estos tltimos son circulantes, los mastocitos
residen en los tejidos.'Ambos poseen abundantes receptores Fce R|. Juegan un papel
central en la hlpersensmlhdad inmediata (llamada de tipo |, que inciuye las alergias): el
entrecruzamiento de aiergeno con dos 0 mas moléculas de IgE unidas a Ja célula provoca
a rapida y total desgranulaaon con lo gue se liberan sustancias farmacolégicamente

activas, Jncfuyendo Ia hlstamrna que es la responsable principal de los sintomas



.

'élérgicias. A -pesar de este. papel "negativo”, su misién natural positiva estriba en

proporcionar prote'ccic’)ﬁ frente a parasitos multicelulares (figura 10).

. Plaquetas.

Son células aﬁuqreadas, que derivan de los megacariocitos de la médula dsea. Su
papel principal consiste en intervenir en la coagulacion de la sangre. También tienen
pérticipacjc’m_eh los 'proce_sos de inflamacién: cuando existe dafo a las células
endotelialés, fas plaguetas se adhieren al tejido lesionado y se agregan, liberando
" sustancias que incrémentan{la permeabilidad, y factores que activan el complemento, ¢con

Io que logran atraer a léucqcitos (figura 10).

Eritrocitos. _

‘Los eritrocitds son células anucleadas en forma de disco biconcavo con un
diémet’ro de-7a BAprr'] de diametro y de 1.5 a 2.5 um de espesor y con un volumen de 90
fl. Debido a la carencia de nicleo estas celulas no son capaces de sintetizar proteinas;
no obstante no presentar mitocongrias, tiene mecanismos alternos (de limitada eficiencia)

- a través de su microvasculatura para autosustentarse. La principal funcicn del eritrocito
es fransportar oxigeno de los pulmones a los tejidos, donde a cambio recoge el bidxido
de carbono résu‘lt‘ante de la respiracion. Los eritrocitos son altamente flexibles y capaces
de deformarse, bermitiéndo realizar cambios en la forma para poder transitar a través de

la microcirculacion (figura 10).
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Figura 10. Eaquema de las diferentes células de la sangre en ¢l hombre. Fuente:
David C. Dale 1998. En Sclentific American: Medicina capitulo 14, 1998,
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Anemia Aplastica.

La incidencia de este padecimiento es escasa, por lo que se considera como un

padecimiento raro, no obstante se estima que la incidencia en México {en 1997) fue de

56 pacientes, de los que 52 fueron aduitos y cuatro fueron nifos (Ferrer ef al. 1998). La

anemia aplastica se caracteriza por pancitopenia e hipocelularidad variable de la madula

osea en ausencia de enfermedad maligna mieloproliferativa (tabta 1). En la mayoria de

los casos, la actividad de la médula 6sea {MO) queda reducida a pequefios islotes

rodeados por tejido graso (figuras 11, 12). Segun el grupo internacional para el estudio de

la AA existen criterios para su clasificacion como: AA leve, moderada y grave, lo que

esta en funcion del grado de celularidad medular (Teramura 1996 Young & Macieiewski

1997).

I. Anemia Aplastica grave

A, Pancitopenia periférica (por lo menos debe haber dos criterios)

1) Numero de reticulocitos < 1% cuando se corrige a un hematocrito de 40% (40 000 pl)
2) Namero de granulocitos < 500/ pl

3) Numero de plaquetas < 20 000/ pl

B. Hipoplasia de médula ésea (uno de los siguientes aspectos)

1) Biopsia notablemente hipocelular (< 25% de lo normal)

hematopoyeticas y no neoplasicas
3) Numero de plaquetas < 100 000 / pl

Il. Anemia Aplastica moderada

A) Pancitopenia periférica (debe haber por lo menos dos aspectos)
1) Numero de reticulocitos < 1% (40 000 / pl)

2) Nimero de granulocitos menor de 1500 / pl

hematopoyéticas en la biopsia

. Anemia Aplastica leve

A) Pancitopenia periférica

1) Hematécerito < 38%

2) Numero de granulocitos < 1800 / pl

3) Namero de plaquetas < 140 000 /

B) Al menos una biopsia de médula dsea hipocelular

2) Biopsia ligeramente hipocelular {< 25-50% de lo normal, con < 50% de células

B) Hipoplasia de la médula dsea: menos del 30% del nimero normal de células

Tabla 1 Criterios para definir los casos de anemia aplastica severa, hipocelularidad

medular severa o hipocelularidad moderada segin el Grupo Internacional de

Estudio de la Anemia Aplastica (Teramura 1996; Young & Macieiewski 1997).
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Figura 11. Extendido de médula ésea de un paciente sano. Se observa
heterogensidad celular. Tincién: May Grunwaid-Glemsa. 200x. Clave: TG: Tejido
graso, TH: Tejido hematopoyético. Disponible en: htip://pathy.med.nagoya-
u.ac.jplatiasdoc/atias.htmi.

[ — = : -
- - - £ “‘ *
‘ i . AT LR T ~~
I3 - . '_: R LT
T ’ i :
i P e a6 A .
L <, . L -
i - — . - ~ 1 -
G« r ~ N T ’? - f
. ' = -
T, v' -~ T -
. L T AT
{ ~ . e N e
- - L - R
. . an * R J”&i:' .
ot . Ao - TG AT S V) .
. S =
- - Py ~
b, Tt SN oY
. o » . - "-JT""" .
) - h {.s_ T . .- et.p-}‘- - '_:
TG - © - :
A . .. - -
‘ . . R -~
« . » 1 . -
. i

e T T
Figura 12. Extendido de médula 6sea de un paciente con anemia aplastica. Se
observa hipocelularidad celular severa y pequeilios agregados de célujas
hematopoyéticas rodeadas por tejido graso. Tincién: May Grunwald-Giemsa. 100x.
Clave: TG: Tejido graso, TH: Tejido Hematopoyético, VS: Vaso sanguineo.
Disponible en: hitp-//pathy.med.nagoya-u_ac.jp/atiasdoc/atias.html.
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Patogenia
La alteracion que origina la AA, puede ser resultado de anormalidades en por lo
menos cuatro niveles distintos del funcionamiento de las células tallo pluripotenciales

(stem) del tejido hematopoyético:

A} Disminucién del nimero de ciclos celulares o alteracién de su funcionamiento en las
células tronco totipotenciales stem, debido principalmente a factores externos como la
exposicion a radiaciones ionizantes; farmacos como el cloranfenicol y la naproxinamida;
agentes bioldgicos como el virus causante de la hepatitis C y agentes quimicos como
piretroides, tolueno, xileno, antranceno y benceno; asociandose éste lltimo con mayor
frecuencia como causante de aplasia medular debido principalmente a toxicidad directa
del solvente o sus metabolitos secundarios (benzogquinona, Aacidos muconico y
mucuronico, acido fenil mercaptirico y trihidroxibenceno entre otros) sobre la célula tallo
totipotencial “stem"(IPSC 1993, Fernandez ef al. 1985; Teramura & Mizoguchi 1996;
Young 1997). Por ofra parte, existen causas intrinsecas como lo han demostrado las
investigaciones de Philpott y colaboradores (1995), Laveder y Marcolongo (1996) quienas
reportan que una desregulacién en la taza de muerte celular programada de las células
tallo multipotenciales “stem” podria estar involucrado en la fisiopatologia del desarrolio de
la AA, asimismo, Callera y Falcao (1997) reportan un aumento de la muerte celular
programada en células mononucleares de la médula ésea de pacientes con AA, por otra
parte Marsh {1996) observa un incremento de la tasa de apoptosis en cultivos de células

de la médula dsea de pacientes con AA,

B) Anormalidades en el microambiente de la médula osea gue sirve de soporte para la
diferenciacion de los progenitores hematopoyéticos. Dichas anormalidades pueden ser
debidas al efecto directo de factores internos como las especies reactivas de oxigeno
{peroxido de hidrogeno, ion oxidrilo, anién superdxido y oxido nitrico) que son tdxicos
para las células hematopoyéticas, la ausencia de o alteracion de factores de crecimiento
y citocinas o bien factores externos como los mencionados anteriormente, de los cuales
el benceno es el solvente con mayor grado de asociaciéon a éste tipo de alteraciones ya
que por su alta afinidad por el tejido graso, los metabolitos secundarios de éste
compuesto (benzoquinona, dcidos mucdnico y mucurénico, acido fenil mercaptirico y
trihidroxibenceno entre otros) permanecen por periodos prolongados ocasionado dario
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estructural y funcional irreparable en la mayoria de las ocasiones en el estroma de la
medula é6sea (Fernandez et al. 1985; Morales et al. 1992; Tramura & Mizoguchi 19986;
Young 1997). £n la figura 7 se muestra e aspecto normal del microambiente
hematopoyético (donde tiene lugar la formacidn de las diversas estirpes celulares de la

sangre periferica), la distribucién de las células “stem” ¥ su incorporacion a la circulacién.

C) Funcién inadecuada de los reguladores celulares de la hematopoyesis linfocitos T
(los que en algunas ocasiones llegan a reconocer como extraiio el tejido hematopoyético
propio estableciendo una respuesta de rechazo, ocasionando destruccion de las células
multipotenciales “stem” dando lugar a pancitopenias aplasicas) y sus linfocitocinas (IL 1-
6) Es importante indicar, que estas alteraciones en la linea linfoide pueden ser
ocasionadas por procesos de toxicidad por solventes como el benceno, el cual se ha
demostrado tiene efectos directos sobre ia formacion y funcidn de las células del sistema
linfopoyético ocasionando linfocitopenias severas e inactivacion de la funcion celular,
humoral y secretora de éstas células (Fernandez et al 1985: Morales ef al 1992; Teramura
& Mizoguchi 1993; Young 1997).

D} Inhibicion inmunologica de la hematopoyesis, debida al mal funcionamiento del
sistema inmune que reconoce lo propio como extrafio, montando una respuesta celular
y/o humoral en contra de la célula tallo totipotencial “stem”, en la que intervienen
diversas poblaciones de linfocitos T (ayudantes y cooperadores), linfocitos B, células
asesinas naturales y macréfagos, ademas de moléculas como citocinas
inmunoglobulinas, interferones, receptores y moléculas accesorias, las cuales pueden
tener un efecto directo sobre la célula blanco o bien producir una mayor activacion de la
respuesta inmune focal por medio de las interleucinas (Fernandez et al. 1985: Morales et
al. 1992;Teramura & Mizoguchi 1996; Young 1997). Es importante mencionar que el
fenomeno autoinmune es indispensable para mantener la integridad del organismo, en
primer lugar previniendo una respuesta inmune contra lo propio por medio de ia
tolerancia: como es la eliminacion de los linfocitos T autorreactivos, la anergia clonal de
linfocitos T y la seleccidén negativa en el caso de los linfocitos B: asi mismo,
continuamente el sistema inmunolégico retira de la circulacion a todas aquellas células
que han cumplido su ciclo y que se encuentran incapacitadas para realizar de manera
éptima sus funciones especificas como pueden ser: el transporte de oxigeno por los
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eritrocitos, la capacidad de aglutinacién para impedir hemorragias y sangrados por parte
de los trombocitos o la eliminacion de agentes externos al organismo por parte de los
granulocitos y macréfagos; estos ditimos una vez agotada su capacidad fagocitica, se
tornan en agentes altamente toxicos que de no ser retirados de la circulacion y
procesados adecuadamente causarian grandes estragos a nivel celular y tisular. Por otra
parte el sistema inmune es también responsable de identificar, inactivar y destruir a
todas aquellas células transformadas presentes en la circulacion, que podrian dar origen
a ciertos tipos de cancer (Fernandez ef al 1985 Morales ef al. 1992:Teramura &
Mizoguchi 1996; Young 1997).

Observaciones clinicas realizadas a principios de los afios setenta (Teramura &
Mizoguchi 1996; Young 1997). llevaron a proponer la hipotesis de que diferentes
mecanismos inmunes son responsables de la presencia de la AA en la mayoria de los
pacientes. Las observaciones mas relevantes fueron, entre otras; que el transplante de
medula ésea (TMO) singénico en casos de AA grave requeria en mas del 50% de los
casos, inmunosupresion previa para lograr él implante y funcionamiento del injerto. Otro
aspecto importante fue que los pacientes que recibieron ciclofosfamida (CFA) en
preparacién para el TMO alogénico experimentaron recuperacién autdloga de la
hematopoyesis. Evidencia adicional fue que la globulina antilinfocitaria (GAL) como
régimen de inmunosupresién pretransplante, empleando la infusién de médula 6sea {MO)
de un donador idéntico en un haplotipo con el receptor, provocaba la recuperacion total o
parcial de la hematopoyesis. Sin embargo lo anterior no se consideré como evidencia
suficiente de que un mecanismo inmune provocaba la AA, lo que obligé al desarrollo de
pruebas in vilro que corroboraran tal hipotesis, lo que se logré con cultivos y cocultivos de
MO. La MO de los de individuos con anemia aplastica, mostraba un crecimiento celular
escaso O nulo, lo gue también ocurria al cultivarlas con MO de sujetos sanos: se
demostrd que la inhibicién del crecimiento celular dependia de los finfocitos T de los
pacientes, pués en ambos casos el crecimiento celular era normal al sustraerlos antes del
cuitivo. También se demostré que en algunos enfermos existia linfocitotoxicidad en contra
de sus propias células hematopoyéticas, postulandose como mecanismo de la AA un
desequilibrio entre linfocitos “supresores” y linfocitos citotdxicos, permitiendo que estos
ultimos destruyeran células mononucleares  y células tronco hematopoyéticas
medificadas como agentes extrinsecos como virus, farmacos y otros agentes
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considerados en la eticlogia del padecimiento (Teramura & Mizoguchi 1996; Young
1997).

En pacientes con AA se describid una produccién anormal de linfocinas por sus
¢élulas mononucleares relacionadas con la regulacién de la hematopoyesis (IL-2 vy su
receptor en la células T circutante, y una disminucién en la produccién de IL-1 en
monocitos). Estudios de biologia molecular han demostrado que los mecanismos de
muerte celular programada o apoptosis se encuentra alterada de manera significativa por
la sobre expresion de antioncogenes o sefales regulatorias del ciclo celular (Fernandez
et al. 1985; Morales et al. 1992; Bicjk e! al. 1993:Teramura & Mizoguchi 1996; Young
1997, Laveder & Marcolongo 1996; Callera & Falcao 1997; Philpott et af, 1995).

De los cuatro niveles distintos del funcionamiento de la célula pluripotenciai (stem)
del tejido hematopoyético que al alterarse pueden dar origen a la AA, en tres de ellos se
observa la presencia del benceno y sus metabolitos secundarios (fenol, benzoquinona,
hidroguinona, acidos muconico, mucurénico y fenil mercaptarico, ademas del
trihidroxibenceno entre otros) que debido a sus multiples vias de acceso al organismo,
su afinidad por el tejido graso, su gran tiempo de residencia y su potencial de induccién
de alteraciones a nivel oxidativo y de acidos nucleicos; son capaces de provocar
citotoxicidad y muerte de las células tallo multipotenciales “stem”, disminuir su capacidad
de proliferacidon; asi como alterar fisica y funcionaimente el microambiente
hematopoyetico que sirve de soporte para la diferenciacion de los progenitores
sanguineos, inhibiendo el funcionamiento de los reguladores celulares de Ia
hematopoyeésis (Interleucinas ILs, Citocinas y factores de crecimiento hematopoyético
(CSF, GM-CSF, M-SCF, Meg-CSF, Epo). Por estas razones el benceno, ademas de ser
estudiado como carcinogénico, es también considerado como agente etiologico de la

anemia aplastica en humanos.

Diagnéstico.
Debido a que la AA no es una entidad estatica, para el diagnéstico deben tomarse
en cuenta varios aspectos como son los datos clinicos, el analisis biologico y el analisis

diferencial del paciente para determinar ei grado de severidad de la enfermedad.



La anemia aplastica presenta un comienzo insidioso hasta que la enfermedad se
manifiesta a través de los sintomas clinicos secundarios a la falla de una o mas lineas
hematopoyéticas. Puede presentarse anemia de insaturacion lenta y progresiva por falta
de produccion de eritrocitos que puede verse exacerbada por pérdida brusca a través de
sangrado. En esta etapa el estudio de la sangre periférica revela anemia normocrémica,
normocitica © moderadamente macrocitica, con reticulocitos disminuidos. La presencia
de células rojas nucleadas y alteraciones morfoldgicas de los eritrocitos sugieren otros
diagndsticos como: infiltracion medular, mielofibrosis, vasculitis (Fernandez et al. 1985:
Morales et al. 1992; Teramura & Mizoguchi 1996; Young 1997).

Con frecuencia los sintomas de sangrado secundarios a trombocitopenia
constituyen la manifestacion inicial de la enfermedad, con la aparicion de purpura
cutaneo mucosa, hematomas, epistaxis y gingivorragias. Mas adelante, conforme
progresa la enfermedad, las hemorragias pueden aparecer a nivel digestivo, urinario,
musculary del sistema nervioso central, siendo esta ultima la que reviste mayor gravedad
y la que con mayor frecuencia acaba con la vida del paciente. En esta etapa las
plaquetas estan constantemente disminuidas, sin presentar alteraciones morfolégicas y
son los ultimos elementos en normalizarse cuando existe recuperacion espontanea o
terapeutica del cuadro. No se encuentran alteraciones en las pruebas de coagulacion,
salvo las dependientes de la concentracion de plaquetas: tiempo de sangrado, retraccion
del coagulo y fragilidad capilar Fernandez et al. 1985; Morales et al. 1992; Teramura &
Mizoguchi 1996; Young 1997).

La leucopenia se manifiesta a través de [as infecciones cuyas localizaciones mas
habituales son: faringe, pulmoén, recto, vias urinarias y piel. Las infecciones tienen un
prongstico muy grave, dado que se mantienen neutropenias intensas y prolongadas.
Fueden ser debidas a bacterias gramnegativas en su mayoria, hongos y mas raramente
protozoos, se observan también infecciones viricas. En este caso, en la mayoria de los
pacientes la leucopenia es intensa debida principalmente a una disminucion de ia
concentracion de neutréfilos (neutropenia), no encontrandose anomalias morfoldgicas en
los granulocttos. El recuento de linfocitos puede ser normal en cifras absolutas cuando la
leucopenia no es severa, pero habitualmente se encuentra linfocitopenia y monocitopenia
Fernandez et al. 1985; Morales et al. 1992; Teramura & Mizoguchi 1996; Young 1997).
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Ante el hallazgo de un cuadro de pancitopenia, con o sin manifestaciones clinicas
asociadas, la investigacién debe orientarse hacia el examen de la médula 6sea. Los
diferentes mecanismos de produccion de pancitopenia se clasifican en centrales,

periféricos y mixtos. Las pancitopenias de origen central se producen por:

1.- Fracaso de la hemopoyesis por falla de la produccion cefular; Anemia aplastica.

2.- Hemopoyesis ineficaz: Anemia refractaria, anemia megaloblastica.

3.- Invasién medular por células tumorales: Metastasis de carcinoma, de linfoma o
infiltracién por leucemia aguda.

4.- Deposito medular de células con acumulaciones patologicas de lipidos: Gaucher y
Niemann-Pick.

5.- Invasién medular por histiocitos anormales: Histiocitosis sistémicas ( Hand - Schiiler-

Christian, Letterer-Siwe).

Las pancitopenias periféricas pueden producirse por:

1.- Hiperesplenismo: Esplenomegalia congestiva, tesaurismosis, granuloma y Kala azar,

2.-Infecciones: Tuberculosis miliar, micosis sistémicas, septicemia fulminante, paludismo,
brucelosis, hepatitis Fernandez et al. 1985; Morales et al. 1892; Teramura & Mizoguchi
1896; Young 1997).

Existe pancitopenia de mecanismo mixto central y periférico como la
hemoglobinuria paroxistica nocturna, por lo que el estudio de ia médula dsea sera
decisivo para el diagndstico de la anemia aplastica (Fernandez et al 1985; Williams ef a/
1980, Hammening et al 1990; Morales ef al 1992; Bicik et al 1993: Hoffbrand ef af 1993:
Young 1997; Laveder & Marcolongo 1996).

A causa de la disminucion de la eritropoyesis existe un aumento del hierro sérico y
de la saturacion de fa transferrina; la ferrocinética revela un alargamiente del tiempo de
aclaramiento del hierro y una incorporacion disminuida de éste a los eritrocitos. Este
patron es tipico de la AA, pero no es necesario para su diagnéstico. La médula dsea es
fundamental para establecer el diagndstico de la anemia aplastica ya que el cuadro
hematoldgico periférico descrito puede aparecer en otras entidades, el estudio de la
médula osea debe realizarse por aspiracion y biopsia, la muestra del aspirado debe
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procesarse con tinciones para elementos celulares, hierro, reticulina y colagena, siendo
siempre imprescindible para el diagnéstico, ya que permite la valoracién cuantitativa y
cualitativa exacta de la celularidad medular y del contenido en grasa. El aspirado medular
No siempre es representativo de la celularidad global, ya que en la anemia aplastica
pueden existir focos residuales de hematopoyesis y la muestra obtenida refleja esta
situacion conduciendo a errores en el diagnéstico. De manera general, los hallazgos
habituales consisten en: hipocelularidad, aumento de la grasa, disminucion de las series
eritro y granulopoyéticas, casi desaparicion de los megacariocitos, linfocitosis,
plasmocitosis y presencia de mastocitos. La biopsia confirma la hipocelularidad medular y
el aumento de las lagunas grasas, y pueden observarse a veces islotes aislados de eritro
¥y granulopoyesis. Los megacariocitos estan practicamente ausentes. La tincion de Perls
muestra un aumento del hierro no eritroblastico y las de Gomori y Masson descartan el
aumento de fibras reticulinicas y colagenas, respectivamente. La citogenética es, en |a
mayoria de los casos, normal a excepcion de la anemia de Fanconi que revela ciertas
roturas cromosomicas (Fernandez et af 1985; Morales ef al 1992: Bicjk et al 1993;
Teramra & Mizoguchi 1996; Young 1997).

A estas manifestaciones hay que afiadir otras especificas de los cuadros
constitucionales congénitos (Williams et af 1990; Hammening ef a/ 1990: Morales ef af
1992; Bicjk ef al 1993; Hoffbrand et af 1993; Young 1997) como son:

1 Anemia de Fanconi. Los pacientes afectados por este tipo de anemia presentan
hiperpigmentacion cutanea, hipoplasia de pulgares, alteraciones estructurales de los
rifones, aplasia del radio, microcefalia, microftalmia, retraso mental, estrabismo y
sordera. Estos caracteres se heredan de forma autosdmica reseciva y pueden estar
presentes en los parientes del paciente sin acompanarse de alteraciones
hematologicas. La alteracion basica de la Anemia de Fanconi esta a nivel de la célula
madre, como se evidencia con las unidades formadoras de colonias en cultivos
celulares. Las alteraciones hematologicas se presentan generalmente entre los 5 - 10

afos de edad. Los casos, homocigotos presentan todas las alteraciones descritas.

2 Disqueratocitosis congénita. Se caracteriza por alteraciones cutaneas que aparecen
en los primeros 10 afnos de vida. Se observa hiperpigmentacion reticuiar, distrofia de
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las ufias y leucoplasia de las mucosas. Afecta al varén con una incidencia de 10
hombres por cada mujer, lo que sugiere que la transmisién de la enfermedad esta
ligada al cromosoma X. Las alteraciones hematoldgicas se presentan en ia segunda

década y solo en la mitad de los casos aproximadamente.

3 Sindrome de Schwachman Diamond. Se caracteriza por neutropenia, insuficiencia
pancreatica mala absorcién y anemia aplastica solo en un tercio de los casos. Se

transmite de forma autosémica recesiva y afecta por igual a ambos sexos.

4 Anemia aplastica familiar. Esta entidad engloba una serie de casos hallados dentro
de una misma familia y no se acompana de las alteraciones caracteristicas de la
anemia de Fanconi. Se ha visto asociada a deficit inmunolégicos, neoplasias

cutaneas, ataxia cerebelosa, prefeucemia y leucemia aguda.

5 Trombocitopenia amegacariocitica. Se caracteriza por la ausencia total o parcial de
megacariocitos al poco tiempo del nacimiento. Las manifestaciones clinicas son
secundarias a la trombocitopenia, y la causa mayor de muerte son las complicaciones

hemorragicas. Los sobrevivientes desarrollan una anemia aplastica.

Algunos casos de anemia de Fanconi y Familiar inician con una trombocitopenia,
lo que unido al escaso ndmero de pacientes ligados a trombocitopenia amegacariocitica
hacen dificil su definicién como una entidad propia (Fernandez ef af 1985; Williams et a/
1980; Hammening et a/ 1990; Morales et af 1992: Bicjk et al 1993; Hoffbrand et af 1993
Young 1997).

Pronéstico.

Se ha intentado encontrar férmulas que incluyen muy variados parametros con el
fin de valorar el pronéstico de los pacientes que padecen anemia aplastica. Los factores
prongsticos son muy importantes al momento de definir la terapéutica a seguir. El
Grupo internacional de Estudio de la Anemia Aplastica utiliza cuatro criterios para definir
los casos de anemia apidstica severa: hipocelularidad medular severa o hipocelularidad
moderada con menos del 30% de células mielopoyéticas: recuento de neutrofilos inferior
a 500 elementos/uL; plaquetas inferiores a 20 000/uL y reticulocitopenia inferior a 1%
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corregida segin hematocrito, en presencia de anemia (tabla 1). Estos hallazgos en
sangre periférica deben constatarse en recuentos hematoldgicos sucesivos. La severidad
de la anemia aplastica queda definida por la presencia de médula 6sea hipocelular y al
menos dos de los hallazgos mencionados en sangre periférica. La evolucion en la
mayoria de ios casos de anemia aplastica severa es rapidamente fatal en los primeros 3-
6 meses. En las formas moderadas o leves la supervivencia es mayor e incluso pueden
darse casos de recuperacion espontanea (Fernandez et al. 1985. Morales et al.
1992, Teramura & Mizoguchi 1996; Young 1997).

Tratamiento.

Con la finalidad de restaurar la hematopoyesis normal, el tratamiento de la anemia
aplastica consta de tres aspectos principales (Fernandez et al. 1985; Morales et al.
1992, Teramura & Mizoguchi 1996; Young 1997).

1. ldentificacién, evaluacion y eliminacion de los agentes etioldgicos.

Es el primer paso en el manejo de la anemia aplastica, debido a que en casas
moderados o leves de esta enfermedad la hematopoyesis puede retornar a su estado
normal después de suspender el contacto con el agente causal. Sin embargo, la simple
suspension del contacto con el agente causal en algunos casos no es suficiente, ya que
no se conoce &l modo de accion del agente causal y la capacidad del paciente para
metabolizarlo y eliminarlo (Fernandez ef al 1985; Williams ef af 1990; Hammening et a/
1990; Morales ef af 1992; Bicjk et af 1993; Hoffbrand et al 1993; Young 1997).

2. La terapia de soporte.

Es empleada cuando los sintomas y complicaciones de la anemia aplastica se
relacionan con deficiencias de eritrocitos, plaquetas y granulocitos; cada uno de estos
elementos o todos en conjunto pueden ser reemplazados por medio de transfusiones
sanguineas completas o transfusiones de concentrados celulares especificos como los
eritrocitos, plaquetas, granulocitos, finfocitos; no obstante, este tipo de tratamiento, no
ofrece una cura al padecimiento, ya que no reestablece el funcionamiento normal de |os
precursores hematopoyéticos en la médula dsea y ademas conlleva una serie de efectos
colaterales, dentro de los que se encuentran, la sensibilizacion del sistema inmune del

paciente para reaccionar contra c¢élulas ajenas, lo que aumenta las posibilidades de
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rechazo de futuros transplantes de médula o6sea y por otra parte las fracciones
leucecitarias transfundidas presentan la posibilidad de reconocer a receptor como tejido
extraiio y montar una respuesta inmune sistémica en contra del paciente (Fernandez ef
al. 1985; wiiliams ef al. 1990: Hammening ef al. 1990; Morales et al. 1992; Bicik ef al.
1993; Hoffbrand ef a/. 1993 Young 1997).

3. Restauracion de la hematopoyesis anormal

En ultima instancia la supervivencia de los pacientes con anemia aplastica
depende de una recuperacion en la funcion normal de la médula 6sea. Se han propuesto
algunos tratamientos para la restauracién de la hematopoyesis de enfermos con esta
enfermedad (Fernandez et al. 1985 Morales ef al. 1992; Teramura & Mizoguchi 1996,
Young 1997):

Andrégenos: Testosterona, Oxymetolona, fluoxymesterona y nandrolona.
Glucocorticoides: Metilprednisolona.

Litio.

Inmunosupresién: Ciclosporina A (Cys A), Ciclofosfamida, Globulina antilinfocitaria
(GAL) y Globulina antitimocitaria (GAT).

Reguladores hematopoyéticos de accion positiva: Interleucinas (L) IL-1, IL-2, IL-3,
IL-6, factores estimulantes de cofonias (CSF): Factor estimulante de granulocitos (CSF-

G), Factor estimulante de macréfagos (CSF-M), Factor estimulante de granulocitos

No obstante, ninguno de ellos ofrece por si solo una alternativa de restauracion
total definitiva de la hematopoyesis, por o que en la mayoria de los casos se emplean
combinados de medicamentos que si bien ofrecen resultados alentadores, conllevan
efectos colaterales diversos como hepatotoxicidad, nefropatias, hipertensién arterial entre
otros {Femandez et a/. 1985; Morales ef al 1992;Teramura & Mizoguchi 1996; Young
1997):

Transplante de médula osea.

Debido a que en la anemia aplastica se observa un marcado déficit en la
produccion y funcién de las células hematopoyéticas medulares se ha propuesto el
transplante de médula 6sea (TMO) cuyo objetivo es reemplazar &l tejido hematopoyético
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dafiado con un sistema funcional nuevo, ademas de ser el tratamiento de preferencia
para los casos de anemia aplastica severa, dependiendo de la factibilidad de un donador
apropiado, se realizara cualquiera de los diferentes tipos de transplante (Stewart 1992;
Donald 1995).

Transplante singénico de médula 6sea.

Este tipo de transplante es viable para aquellos pacientes gue tienen un gemelo
idéntico, debido a que son idénticos histocompatiblemente (HLA) en una regién del brazo
corto del cromosoma 6 (Stewart 1992; Donald 1995).

Transplante alogénico de médula ésea.

En este tratamiento un paciente recibe fa médula dsea a partir de un donador con
HLA (de clase | y Il) similar, pudiendo ser de un pariente (hermano, padre, madre, primo);
€n este caso la posibilidad de supervivencia es del 80% (Stewart 1992; Donald 1995).

Transplante alogénico sin aita similitud de HLA.
Recientemente, se ha sugerido que este tipo de tratamiento, en el cual los
antigenos HLA del donador no son similares con los del paciente resulta en algunos

casos eficaz para el tratamiento de la anemia apiastica (Stewart 1992; Donald 1995).

Para abatir la posibilidad de rechazo o complicaciones de otro tipo, el donador
deberia coincidir perfectamente con el receptor, el tipo sanguineo es también tipificado,
aunque este sistema no es una barrera para realizar el transplante de médula {Stewart
1992; Donald 1995).

Pruebas de histocompatibilidad.

En estas pruebas de labaratorio, se involucra la regién HLA la que es una serie de
genes ligados cercanamente en el brazo corto del cromosoma 6 (figura13 y 14), cada
persona presenta dos haplotipos, un arreglo de genes codificados en un solo
cromosoma, uno inherente a cada progenitor por lo que en una familia hay cuatro
haplotipos posibles; cada par de hermanos tiene una probabilidad de 1:4 de ser HLA
idéntico en algunas regicnes. Aclualmente, técnicas seroldgicas o reacciones de
linfocitos son usadas para detectar los antigenos codificados en los locus HLA-A, HLA-B,
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HLA-C en las molécuias de histocompatibilidad de clase I; mientras que para los
antigenos de clase Il se detectan por técnicas de Biologia molecutar los antigenos en los
locus : HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB3, HLA-DRB4, HLA-DRBS, HLA-DQA1, HLA-
DQB1, HLA-DPA1, HLA-DPB1, HLA-DMA, HLA-DMB; y otros como TAP1, TAP2 y
LMP2; estos locus representan el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), que

media el reconocimiento de lo propio y lo extrafio (Stewart 1992; Donald 1995).

Clase ll Clase il Clase |
[ f

GLo  COLi1ZA

Designacion  Alelos

Clase l
HLA-A ﬂ'
HLA-B 61
HLA-C- | 18

‘Clase ll -
‘HLA-DREB1 106
‘HLA- DHB3 4
HLA- DREM 5
HLh DRBS- )
HLA-Z DRA 1
HLEA-DQB1 26
HLA-DQAI ‘-.'_15
HLA-DPBI 59
HLA-DPA1 8
HLA- DMA. 4
HLA- DMB 4

!J_tms
TAFR] 5
TAP2 3
LMP2 2

Figura 13. Esquema simplificado del complejo principal de histocompatibilidad en
humano. En la parte media se muestra una amplificacién de la regién clase Il

Fuente: Moreno 1996,
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Figura 14. Molécula clase |l del complejo principal de histocompatibilidad donde se

unen los motifs (1, 4, §, 7 y 9) del péptido inmunogénico. Fuente: Moreno 1996.

Régimen de acondicionamiento pretransplante.

Una vez que se ha localizado un donador apropiado y su médula ha sido
almacenada, el receptor inicia un régimen de acondicionamiento cuya funcién es destruir
la médula 6sea remanente, preparando asi el transplante de un nuevo sistema inmune.
La erradicacidon del sistema inmune es necesaria para prevenir el rechazo del injerto y
permitir el reemplazo de los sistemas hematolégico e inmune del receptor por el del
donador. El régimen preparatorio mas comun para los pacientes con anemia aplastica
que recibiran transplante de médula consiste en altas dosis de ciclofosfamida, un agente
antineoplasico; solo en algunos casos en los que se ha presentado un rechazo a un
transplante previo, se realiza un procedimiento de irradiacion corporal total. La irradiacion
total adiciona un régimen de acondicionamiento pretransplante ha mostrado disminuir el
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riesgo de rechazo, aunque incrementa la incidencia y severidad de enfermedad de injerto

contra el huésped (aguda y crénica) Stewart 1992; Donald 1995.

Consideraciones postransplante.

Inmediatamente después de! transplante, los pacientes nc presentan funcion
medular, por io que no hay actividad del sistema inmune, debiendo permanecer en
aislamiento total para prevenir infecciones. Las transfusiones de soporte son necesarias
para evitar sangrados y mantener los niveles de! hematocrito y la hemoglobina
eliminando sintomas de anemia. Todos los productos sanguineos deben ser irradiados
para inactiva los linfocitos que pueden iniciar una respuesta de enfermedad de injerto
contra el huésped (GVHD). Dos o tres semanas después del transplante, la médula
injertada inicia la produccion de los elementos criticos de la sangre periférica y las
precauciones pueden ser gradualmente descontinuadas tomando en cuenta la evidencia
clinica y de laboratorio acerca de la regeneracion de 'a médula. Un transplante se
considera exitoso cuando se observa un aumento en la concentracion de granulocitos,
seguido por un incremento en plaquetas y eritropoyesis eficaz, En los mejores casos, el
aumento de los granulcitos se observa al rededor del dia 40 - 50 posterior al transplante,
lo mismo que las plaquetas, fa regularidad en el hematocrito indica la restauracion
completa de la hematopoyesis, se da aproximadamente 60 - 90 dias posteriores al
transplante. En general la médula 6sea restaurada es completamente del donador,
aunque la funcionalidad de la médula del receptor puede persistir por algunas semanas;
en muy raras ocasiones la medula ¢sea remanente del receptor, puede restituir la
celularidad total eliminando completamente la médula del donador. Se ha observado que
el microambiente medular es de origen hospedero y no donador; por otra parte, el
sistema inmune humoral y celular permanece altamente comprometido durante 4 - 6

meses despues del transplante (Stewart 1992; Donald 1995).

Complicaciones.

La complicacion mas grave en el transplante de médula 0sea es la enfermedad de
injerto contra el huésped (GVHD), la que en algunas ocasiones tiene efectos fatales, ya
que la medufa 6sea del donador, reconoce como extrafio el nueva microambiente e
intenta destruirlo, esta respuesta es debida a los antigenos menores de
histocompatibilidad que no coinciden entre el donador y el receptor, no obstante, la
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enfermedad de injerto contra el huésped puede ocurrir en transplante realizados entre
gemelos idénticos siendo el mecanismo de rechazo mucho mas complejo que el descrito
originalmente. Los sitios principales de ataque son la piel, el tracto gastrointestinal,
higado y pulmones. La supervivencia es entonces directamente proporcional a la
severidad de la enfermedad de injerto contra el huésped, en aquellos pacientes donde la
enfermedad de injerto contra el huésped no es severa o inexistente tienen 90% de
posibilidades de supervivencia comparado con 45% en aquellos en los que la
enfermedad de injerto contra el huésped es profunda. La terapia posterior al transplante
involucra la inmunosupresidn con el fin de mantener un balance entre el sistema inmune
funcional y la prevencién del dafio causado por este mismo sistema. Los medicamentos
empleados cominmente para deprimir el sistema inmune son: Ciclosporina A (Cys A) la
que es necesario administrar a dosis toxicas para disminuir la enfermedad de injerto
contra el huésped, aunque es usada para suprimir ei sistema inmune posterior a un
transplante evitando la posibilidad del rechaza y aumentando ia probabilidad de
implantacién del tejido nuevo. La administracién de methotrexato, un antimetabolito y
Cys A es el tratamiento mas eficaz para disminuir la severidad de la enfermedad de
injerto contra el huésped. Otras combinaciones usadas para tratar o prevenirla incluye
Cys A, methotrexato plus prednisolona o agentes antineoplasicos (Stewart 1992: Donald
1995).

Ninguno de estos regimenes son efectivos en la disminucion de la incidencia de la
enfermedad de injerto contra el huésped cronica, 1a que puede presentarse de cualquier
modo en los siguientes 2 - 15 meses posteriores al transplante. Este padecimiento afecta
25 - 45% de los pacientes que sobreviven un poco mas de 180 dias después del
transplante atacando principalmente la piel; en resumen a pesar de todas las
complicaciones y efectos adversos mencionados, el transplante de médula ésea
permanece comg la unica terapia que ofrece una “cura® para pacientes con anemia

aplastica severa.

N . . . . ,
Recientemente, se ha demostrado la presencia de células tronco pluripotenciales

(stem) en circulacién aunque en numeros menores, no obstante por medio de citometria
de flujo y citoaferésis es posible colectar la cantidad suficiente de células nucleadas en
muestras de sangre y retornar el plasma y demas estirpes celulares a la circulacian
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periférica, pudiendo aislar por medio de anticuerpos monoclonales, la célula stem del
donador, sin necesidad de un procedimiento quirirgico. Otra fuente de células stem que
ha recibido una atencion especial es el cordén umbifical, observandose que de los
pacientes transplantados con células provenientes de esta fuente solo el 10% han
desarrollado GVHD que en la mayoria de fos casos es de grado moderada (Stewan
1992; Donald 1895).

Transplante autdlogo de médula ésea.

En esta modalidad de transplante, el paciente sirve como su propio donador,
eliminando el problema de simiiitud de HLA para llevar acabo el procedimiento de injerto
de médula dsea. La médula dsea es usualmente removida a partir del propio paciente,
estimulada con reguladores hematopoyéticos de accidn positiva y almacenada para su
posterior injerto, cuando el paciente presenta un estado de remision & bien cuando las
células no presentan anormalidades funcionales y/o morfologicas. La finalidad de la
colecta, estimulacién y almacenamiento es la purificacién de células tallo totipotenciales
stemn que posteriorrmente daran origen a las diferentes unidades formadoras de colonias
(eritrocitos, linfocitos, granulocitos y granulocitos macréfagos) para asegurar que no se
transplanten células deficientes o transformadas. No obstante los beneficios de esta
técnica, el paciente no estd exento de la preparacion pretransplante con radio y
quimioterapia, ademas de la terapia de soporte posterior al transplante (Stewart 1992,
Donald 1995).

Transplante de células hemocoriales.

Debido a sus caracteristicas de transporte e intercambio entre el feto y la madre, el
corddn umbilical se ha constituido en una fuente alterna de células precursoras
sanguineas candidatas que permiten realizar transplante de células tallo pluripotenciales
a pacientes con disfuncién de la médula 6sea. Una vez colectadas las células, son
estimuladas con diversos factores de regulacion hematopoyéticos de accién positiva para
obtener las diferentes unidades formadoras de colonias y almacenadas para su posterior
transplante; no obstante, su potencialidad y baja taza de diferenciacion a nivel de
histocompatibilidad, el paciente no evita los regimenes de preparacion pretransplante y la
terapia de soporte posterior, aunque cabe resaltar que son empleados en menor grado,
ofreciendo resultados alentadores(Stewart 1992; Donald 1995).
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En los paises desarrollados, los tltimos procedimientos descritos se practican
frecuentemente con gran éxito, sin embargo, debido a la tecnologia y alto costo que
implican, son inaccesibles para la mayoria de los pacientes en los paises no
desarrollados, por lo que esta enfermedad es causa de muerte en mayor numero de los

adultos que la padecen.

Debido a la baja incidencia de la anemia aplastica, se conoce poco acerca del
mecanismo y nivel del benceno en el desarrollo de esta enfermedad, ya que el contacto
primario con el paciente generalmente se realiza en estado avanzado, lo que imposibilita
conocer los diferentes estados por los que puede cursar el paciente con este
padecimiento. Por lo que se hace necesario profundizar en el conocimiento de la anemia
aplastica y generar modelos de experimentacion reproducibles para estudiarla bajo
condiciones controladas en sus diferentes estados y probar diferentes alternativas

terapéuticas.

Con este fin se han ensayado experimentaimente algunos esquemas con
variaciones en las dosis, vias de administracion y tiempo de exposicion en diferentes

especies como: conejo, cuyo, hamster, rata y ratén (IPCS 1993).

Induccién experimental de anemia aplastica con benceno en animales

de laboratorio.

Para conocer el daiio celular causado por el benceno en animales de laboratorio
(rata y raton), se utiliza con mas frecuencia la via de exposicién inhatatoria, debido a que
la inhalacion de los vapores de este solvente es la principal fuente de contacto en el
hombre por el ambiente y su dmbito laboral, sin embargo los esquemas de tratamiento
empleados difieren mucho entre si, administrandose este solvente desde 10 a 9000 ppm
durante 30 minutos hasta 7 horas por dia en periodos de 3 a 100 semanas (tablas 2, 3),
ademas por su dificil y costosa realizacién resulta poco practica; alternativamente se han
utilizado las vias oral y subcutanea, cuyos esquemas de tratamiento también difieren
entre si; por otra pane, las investigaciones realizadas en animales de experimentacion
han estado enfocadas principalmente a conocer el efecto del benceno sobre aspectos

genéticos, metabolicos y fisiolégicos, sugiriendo que este solvente puede inhibir o alterar
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la sintesis o expresion de los acidos desoxirribonucleico {(ADN) y ribonucleico (ARN} e

interferir en la maduracion y division celular ocasionando hipo e hiperplasia celular y

leucemia; reportando resultados gue hasta el momentio no son concluyentes (Dean 1985;
Laskin & Leong 1977; Leong 1993; Birnbaum & Matthews 1980; Dutcher 1985) tablas 3-4.

semanas

Autor Afio Especie Dosis y tiempo de tratamiento Resultados reportados

Svirbely et al. 1940 | Rata 1000 ppm, 7 h/dia x 28 semanas Linfopenia moderada seguida
leucocitosis y linfocitosis.

Deichmann etal. | 1966 | Rata 61-831 ppm/dia x 2-4 semanas. Leucopenia “significativa”.

Nau et al. 19586 | Rata 3200 ppm, 18 hidia x 13 semmanas Efectos hemaioldgicos (eritrocitopenia
y leucopenia) reversibles después de
6 meses de terminada {a exposicion.

Baoje et al. 1970 | Rata 400 ppm/dia x 4 semanas. Anemia moderada, leucocitosis,
irombocitopenia,  reticulocitosis  y
deplesidn  progresiva de células
mielopoyéticas en médula gsea.

Jenkins et ai. 1970 | Rata 817 ppmidia x 30 dias Reduccién moderada  en  la
concentracion de leucacitos en sangre
periférica.

Snyder et al. 1978 | Rala 960 ppm, Bh/dia; 5 diasisem x 99] Aparicidbn de tlumores malignos en

semanas higado y aparicibn en leucemia
mielogena aguda.

Styles &] 1984 | Rata 3-3200 ppm, 6h/dia x 1 dia Disminucidon  moderada en  la

Richardson concentracion de eritrocitos, plaquetas
y leucocitos en sangre periférica,

Ward et al. 1985 | Rata 3-960 ppm, 6h/dia; 5 dias/sem x 13| Cambios moderados en recuentos

semanas celulares en sangre periférica y
disminucién en la celularidad medular
femoral,

Lietal 1986 { Rata 64-0600 ppm, Sh/dia x 1-2 semanas { incremento en la fosfatasa alcalina y
disminucion de leucocitos en sangre
periferica a dosis > 960 ppm.

Maltoni et al. 1989 | Rata 640 ppm, 4hidia; 5 dias/sem x 7| Aparicidn de tumoraciones malignas

en cavidad oral, gldndufa suprarrenal y
mamaria, leucemia mieldégena aguda,
de 150

terminada la exposicion,

despues semanas de

Tabla 2. Efectos de la administracion de benceno por
{Fuente: American Petroleum Institute (A.P.l.) 1977 Editor Sidney Laskin, 1977;

International Program on Chemical Safety (1.P.C. 1993).

via inhalatoria en rata
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Autor ARo Especie Dosis y tiempo de tratamiento Resultados reportados

Jonek et al. 1969 | Ratdn 24 ppm, 6 K dia x 14 dias Reduccion en la actividad de las
enzimas  succinato  y  lactato
deshidrogenasa, G-B-fosfato
dashidrogenasa, NADH-tetrazol
reductasa y fosfatasa alcalina,

Heriguchi et al. 1972 | Ratén 10, 100 y 1000 ppm, & h/dia x 3| Alteraciones en la  actividad

semanas leucacitaria {fagocitosis).

Snyder et al. 1980 | Ratén 960 ppm, 6 h/dia; 5 dia’sem x tiempo | Mortalidad por aplasia medular, con

de vida eritropenia, trombocitopenia,
leucopenia en sangre perfernca,
leucemia mieldgena aguda y linfoma.

Green et al. 1981 | Ratén 3-15 800 ppm, 6 h/dia x 1 semana Granulocitopenia, linfopenia,
disminucién en la concentracién de
celulas tallo pluripotentes en bazo y
médula.

Toft et al. 1982 | Ratén 76 ppm, 6 hidiax 1 - 4 dias Reduccibn en la concentracidn de
linfocitos en sangre periférica.

Baarson et al, 1984 | Ratén 32 ppm, 6 hidia x 25.5 semanas Disminucion del numero de células
nucleadas del bazo, médula ésea
femoral y linfocitos en sangre
periférica.

Ward et al. 1985 | Ratén 3-96Q ppm, 6 h/dia; & dias/sem x 13| Disminucién en la concentracién de

semanas eritrocitos,  plaquetas,  leucocitos,
hematocritoc en sangre periférica,
hipoplasia medular, esplénica y timica.

Cronkite et al, 1985 | Raton 32-1280 ppm, 6 hidia; 5 dias/sem x 1| Hipocelularidad de la medula ¢sea

semana femoral con disminucidn de la célufa
fallo pluripotente {stem) a dosis >320
pprm.

Erexson et al. 1986 | Ratdn 32,320y 3200 ppm, 6 hidiax 1dia | Disminucién en el recuentc de
linfocitos en sangre periférica.

Farris et al. 1997 | Ratén 10, 100 y 200 ppm, 6h/dia; 5| Reduccidn en la cancentracion de

dias/sem x 8 sernanas

linfocites B en médula dsea y bazo.

Tabla 3. Efectos de la administracion de benceno por via inhalatoria en raton
{Fuente: American Petroleum Institute (A.P.l.) 1977 Editor Sidney Laskin, 1977;

International Program on Chemical Safety {I.P.C. 1993).
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112 dias

Autor Ao Especie Dostis y tiempo de tratamiento Resultados reportados
Koike et al. 1959 | Rata 1 ml/Kg peso via subcutanealdia x 5| Caida rapida en la concentracién de
semanas o 2 mbL/Kg peso /dia x 3jcélulas nucledas de médula osea
semanas femoral, disminucién de la sintesis de
DNA en células mieloides.
Gerarde et al. 1956 | Rata 1 mL/Kg peso via subcutdnealdia x| Leucopenia con cambios no
14 dias significativos en el hematocrito.
Gerarde &| 1966 | Rata 1 mL/Kg peso via subcutanea/dia x| Leucopenia moderada.
Ahlstrom 14 dias
Matsushita et al. 1966 | Rata 2 mUKg peso via subcuténealdia| Inhibicidn de la mitosis en estado de
dosis Unica metafase y dafio cromosdmico en
célutas de sangre periférica,
Dobrokholov et al. | 1972 | Rata 1.5 mUL/Kg peso via subcutanea/dia x | Alteraciones cromosdmicas
12 dias (aberraciones  cromosémicas) en
ctlulas de médula 6sea femoral
Wolf et al. 1956 | Rata 1mgfKg peso via oralidia x 8 meses | Leucopenia ligera, en  sangre
periférica, esplénica y degeneracién
testicular
Kimura et al. 1976 | Rata 3000 mg/Kg peso via oral {dosis| Evaluacion de la dosis media letal LD
(nica} 50
Scheding et al. 18991 | Rata 150 mg/Kg peso via oral/dia x 56 y| Dafos reversibles e irreversibles

respectivamente en las poblaciones de
granulocitos en sangre periférica y
médula Ssea femoral

Tabla 4. Efectos de la administracion de benceno por via subcutanea y oral en rata
(Fuente: American Petroleum Institute (A.P.l) 1977 Editor Sidney Laskin, 1977;
International Program on Chemical Safety (I.P.C. 1993).




Autor Afio Especie Dosis y tiempo de tratamiento Resuitados reportados
Lignac et al, 1932 | Raton 0.1 ml/Kg peso via subcutanealdia x| Desarrolio de linfoblastomas
17-21 semanas
Watanabe et al, 1970 | Raton 3 mLfKg peso via subcutanealdia x 4 | Disminucion en la concentracion de
semanas ctlulas nucledas de médula dsea
femoral.
Lee et al,. 1974 | Ratén 440-2220 mg/Kg pesa  via| Disminucion de los leucocitos totales
subcutanea/dia dosis Unica en sangre periférica, disminucidn en la
tasa de incorporacién y utilizacidn de
“Fe despusés de 48 horas de Ia
administracidn de benceno.
Tunek et al. 1981 | Raton 7mg/Kg peso via subcutdnealKg| Reduccion en la celularidad medular
peso/dia x 6 dias femoral y unidades formadoras de
colonias,
Siou et al. 1981 | Ratén 2200 mg/Kg peso via oralidia x 2[ Alteraciones en células nucleadas de
dias medula ésea femoral
Zhurkov et al. 1983 | Ratdn 80 mg/Kg peso via oral/dia x 2 dias Disminucion en la concentracion de
células nucleadas de médula dsea
femoral

Tabla 5. Efectos de la administracién de benceno por via subcutinea y oral en
ratén (Fuente: American Petroleum Institute (A.P.L) 1977 Editor Sidney Laskin,
1977; Internationai Program on Chemical Safety (I.P.C. 1993).

Debe hacerse notar que aungue las vias del metabolismo de benceno parezcan
cualitativamente similares en las diferentes especies estudiadas, esto no es asi, existen
diferencias cuantitativas en la fraccion de las diferentes vias del metabolismo del
benceno. Dichas diferencias entre especies llegan a ser importantes cuando se desea
realizar un ensayo de riesgo a partir de datos obtenidos en animales. En estudios
realizados en laboratorio, basados en el balance de masas, empleando benceno
marcado radiactivamente, se observd que el raton en comparacién con la rata y los
primates tienen una gran capacidad para metabolizar el benceno, produciendo
principalmente metabolitos de hidroquinonas y 4cido mucénico a bajas dosis de este
solvente, lo que podria explicar porque el ratén resulta ser mas susceptible al benceno

que la rata (Tabla 5).
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PARAMETRO VALGOR

RATA RATON
FiSIOLOGICO
Venlilacion alveolar Lhr x Kg* 32.400 55.30
Frecuencia cardiaca Lthr x Kg® 19.400 34.80
Transferencia cutdnea. fraccidn/hr 02500 3.000
Pesc corporal, Kg 0.2880 0.030
Flujo sanguineo (fraccidn de la frecuencia cardiaca)®
Al higado 025
A la grasa 0.09
A los tejidos pobremente perfundidos® 0.15
A los tejidos ricamente perfundidos® 0.51
Volumen de 6rganos (fraccion del peso corporal)®
Sangre 0.056
Higado o003
Grasa 0.11
Tejido pobremenie perfundido 0.74
Tejido ricamente perfundido 0.06
Quimico .
Peso molecular g / mole 782
Coeficientes de particion'
Higado/sangre i.0
Grasa/sangre 28.0
Tejidos pebremente pedundidos/sangre 0.6
Tejidos ricamente perfundidos/sangre 10
Sangre/aire 180
Parametros bicquimicos®
Vmax umolefhr x Kg 122.0 200.0
Km umaole/L 40.00 1.000
Vmax pcm umole/hr x Kg 1740 3330
Km phc umole/t 5000 3.000
Vmax pmc umolesbr x Kg 1040 50.00
Km pmc umole/L 1500 4.000
Vmax hqc umele/Hg x Kg 1700 27.00
Pardmetros tiequimicos?
Km hge umolef/L Q500 0.100
Vmax muc umole/hr x Kg 3.500 12,00
Km umol/L 0300 0.100

Tabla é. Parametros usualmente evaluados en modelos de simulacién fisiolégica
para el metabolismo del benceno en rata y raton. “Determinados
experimentalmente (Sabourin ef al. 1987); "Datos de Ramsey & Anderson (1984);
°Se incluye hueso, piel y muisculo; “Se incluye rifion, corazén, higado, cerebro,
bazo, intestinos y médula osea “Datos de Dutcher et al. (1985) y Birnbaum et al.
(1980); 'Datos de Thomas (1986); °En relacién a la figura 2. En: Medinsky et al.1989.
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No existe actualmente un esquema de induccién de anemia aplastica en animales
de laboratorio con benceno por via subcutanea debido a que se emplea con mayor
frecuencia la via de exposicién inhalatoria, ya gue la inhalacién de los vapores de este
solvente es la principal fuente de contacto en el hombre, en el medic ambiente y el
ambito laboral. Sin embargo, las dosis y tiempos de exposicion a los vapores de este
solvente en rata y ratén difieren mucho entre si, ademas de involucrar el empleo de
equipo costoso para mantener atmodsferas con saturacion constante de benceno por
periodos prolongados, lo que hace poco practico el empleo de esta via. Por tal motivo, es
necesario establecer un modelo de induccion de anemia aplastica a corto plazo con
benceno por via subcutanea en rata y ratén que elimine el empleo de equipo costoso y
reduzca el tiempo de exposicion a este solvente, permitiendo ademas su utilizacion en el
estudio de las diferentes etapas de esta enfermedad, asi como el ensayo de tratamientos
alternativos como el transplante de células tallo pluripetentes (stem) electrofusionadas o
bien extractos obtenidos de plantas reportadas en Meéxico como medicinales en el

manejo de afecciones hematolégicas.
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HIPOTESIS.

El benceno es asociado con alteraciones hematolégicas en el hombre como
resultado de la inhalacién de los vapores y la absorcién cutanea de éste solvente;
por tal razén es posible generar un esquema reproducible de hematotoxicidad que
derive en un cuadro de anemia aplastica al administrar benceno por via subcutinea
en rata y ratén, que sea comparable a los resultados reportados para la inhalacién
de éste solvente, permitiendo asi el estudio del curso de éste padecimiento bajo

condiciones controladas.

OBJETIVO GENERAL.

Establecer un modelo reproducible de induccién de anemia aplastica con

benceno por via subcutanea en rata y ratén que permita su utilizacién en el estudio

de los diferentes estadios de este padecimiento.

OBJETIVOS PARTICULARES.

Establecer la dosis y tiempo de administracién de benceno por via

subcutinea adecuados para inducir anemia aplastica en rata y raton.,

Determinar el efecto de la administracion de benceno por via subcutanea en
sangre periférica, médula ésea y bazo de rata y ratén a lo largo del tiempo de
tratamiento.

Comparar entre las especies utilizadas las alteraciones ocasionadas en
sangre periférica, médula 6sea y bazo por la administracion de benceno por via
subcutanea.

Evaluar la eficiencia de los esquemas de induccién de anemia aplastica con

benceno por via subcutianea ensayados en rata y ratén.
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DISENO EXPERIMENTAL
INDUCCION DE ANEMIA APLASTICA EN RATA (ESQUEMA 1a)

30 Ratas macho
Wistar de 8 semanas

Gr:;os
v v v

Testigo (Tes a) Experimental (Ben la)
Control (Con 1a) 10 animales 10 animales
10 animales Sangrado y Sangrado y extraccién de Sangrado y extraccion de
xtraccion de médula dsea médula dsea{de cresta iliaca) médula dsea (de crets iliaca)
(de cresta iliaca) cada 15 cada 15 dias (4 intervalos) ada 15 dias (4 intervalos)
dias (4 intervalos). 10, 20, 30 y 40 aplicaciones 10, 20, 30 y 40 aplicaciones
[de aceite de maiz). de benceno).

Y ¥ 1
v

Valoracion

.2
M A v 14

Cuadro Clinico ndlisis Recuento de BIOMETRIA HEMATICA.
Curva ponderal histolagico de células nucleadas Hemoglobina
Morfologia de 270, totales de médula Hematocrito
OrEanos o5 Recuento de Eritrocitos
i Recuento de Reticulocitos

Volumen celular medio
Hemoglobina celular media
Concentracion media de
hemoglobina cetular
Recuento de plaquetas
Recuento de leucocitos
otales

Cuenta dilerencial de
lcucocitos

[

C
lfcsligo: 2 mL aceite de maiz/Kg peso (Tes 1a)

ontrol: Sin tratamiento (Con la )

xpertmental: 2 mi. benceno (50% v/v) en aceite de maiz/Ke peso (Ben l1a)




DISENO EXPERIMENTAL
INDUCCION DE ANEMIA APLASTICA EN RATA (ESQUEMA 1b)

120 Ratas macho
L Wistar

Grupos

Y

Y

Y

Experimental (Ben [b)
lestigo (Tes 1b)
Control {Con 1b)

30 animales

15 Dias

(10 DOSIS)

Sangrado, obtencién

e médula dsea
femoral y extraccion
el bazo al final del

[Experimental (Ben 1b)
Testigo (Tes 1b)
Control {Con 1b)

30 animales

30 Dias

L(zo DOSIS)

Sangrado, obtencion
de médula ésea
femoral y extraccion

Sangrado, obtencion
de médula dsea

femoral y extraccion
del bazo al final del

Experimental (Ben 1b)
estigo (Tes 1b)

Control (Con 1b)

30 animales

Sangrado, obtencion
e médula dsea

femoral y extraccion
el bazo al final del

del bazo al final del
tratamiento.

v

ratamicnto.

ratamiento.

Iratamiento.

Y

Valoracion

Y
v 2 ./
uadro Clinico

nalisis histologico BIOMETRIA HEMATICA.
Curva ponderal e bazo

Hemoglobina
Morfologia de drganos Hematocrito
hematlopovéticos

Recuento de células
nucleadas totales de
édula dsea.

Recuento de Eritrocitos
Recuento de Reticulocitos
Volumen celular medio
Hemoglobina celular media
Concentracion media de
hemoglobina celular
Recuento de plaguetas
Recuento de leucocitos totales

Cuenta diferencial de
leucocitos

Control: Sin tratamiento {Con 1b)
estigo: 2 mL aceite de maiz/Kg peso (Tes 1b)
Experimental: 2 ml. benceno (50% v/v) en aceite g_e maizstiv peso (Ben 1b)
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DISENO EXPERIMENTAL
INDUCCION DE ANEMIA APLASTICA EN RATON (ESQUEMA 2a)

90 Ratones macho CD1

8 semanas
¥

Grupos

\

A 4

] Y

Experimental {Ben 2a)
‘estigo (Tes 2a)
Control (Con 2a)

Sangrado, obtencion de
1édula ésea femoral y
:xtraccion del bazo al

Experimental (Ben 2a)
estigo (Tes 2a)

Control (Con 2a)

30 animales

Sangrado, obtencion de
médula ¢sea femoral y
xtraccion del bazo at

jento

estigo (Tes 2a)
Control (Con 2a)
30 animales
30 dias
(20 DOSIS)
Sangrado, obtencion de
Imédula Gsea femoral y
icxtraccion del bazo al

izel et iogeicno, |

Fxperimemal (Ben 2a)

| Valoracién

\ 4

i

—

Cuadro Clinico
urva ponderal
Morfologia de

Grganos

iematopoy€licos

Analisis
histologico de
bazo

Recuento de
¢lulas nucleadas
otales de médula

SCA.

[BIOMETRIA HEMATICA.

Hemoglobina

Hematocrito

Recuento de Eritrocitos
Recuento de Reticulocitos
Volumen celular medio
Hemoglobina celular media
Concentracion media de
hemoglobina celular
Recuento de plaguetas
Recuento de leucacitos totales

Le(:‘uuema diferencial de
[

COCIOS

Control: Sin tra

tamiento (Con lb)

estigo: 2 mL aceite de maiz/Kg peso (Tes 1b)
Experimental: 2 mi. benceno (50% v/v) en aceite de maiz/K
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DISENO EXPERIMENTAL
INDUCCION DE ANEMIA APLASTICA EN RATON (ESQUEMA 2b)

90 Ratones macho CD1
8 qga?ggs
Grupos
v

v ) v
Experimental (Ben 2b) Experimental (Ben 2b) Experimental (Ben 2b)
Testigo (Tes 2b) Testigo (Tes 2b) Testigo (Tes 2b)
Control (Con 2b) Control {Con 2b) Control (Con 2b)
30 animales 30 animales 30 animales
24 Dias 5 Dias 60 Dias
10 Dosis 15 Dosis 20 dosis

Sangrado. obtencién de
médula dsea femoral ¥
xtraccion del bazo al

Sangrado, obtencién de
médula dsea femoral y
xtraccion del bazo al

Sangrado, obtencion de
médula dsea femoral v
xiraccién del bazo al

2

Valoracion

4

v

v
v

R

Cuadro Clinico
Curva ponderal
Morfologia de

Analisis
histologico de
bazo

Recuento del
células nucleadas
micloides.

Organos
hematopoyéticos

BIOMETRIA HEMATICA.
Hemoglobina

Hematocrito

Recuento de Eritrocitos
Recucnto de Reticulocitos
Volumen celular medio
Hemoglobina celular media
Concentracion media de
hemoglobina celular
Recuento de plaquetas
Recucnto de leucocitos totales
Cuenta diferencial de

sleucociios

Control: Sin fratamiento (Con 2b)
estigo: 2 mL aceite de maiz/Kg peso (Tes 2b)
Experimental’ 2 ml _benceno (50% v/v) en aceite de mai?JK_u peso (Ben 2b)
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MATERIAL Y METODOS.

Eltrabajo experimental se realizo en el laboratorio de Biorregulacion de la Facultad
de Estudios Superiores iztacala de la UNAM, en colaboracién con el laboratorio de
Hematologia Experimental de |la Universidad Auténoma Metropolitana, Unidad {ztapalapa

durante los meses de julio de 1997 a julio del 2000.

Se utilizaron dos especies diferentes (rata y ratén) y para cada caso se ensayaron
dos esquemas de induccion de anemia aplastica (a y b) mediante la administracion

subcutanea de benceno respectivamente.

INDUCCION EXPERIMENTAL DE ANEMIA APLASTICA EN RATA _
(Esquemas 1ay 1b).

Se emplearon 150 ratas macho cepa Wistar de 8 semanas de edad, obtenidas del
bioterio de ia Facultad de Estudios Superiores lztacala de la UNAM, los animales fueron

pesados y mantenidos con ingesta libre de agua y alimento.

Esquema 1a
30 ratas fueron distribuidas en 3 grupos con 10 animales cada uno de la siguiente
manera:
1.- Control, sin tratamiento (Con1a)
2.- Testigo: 2 mL de aceite de maiz/Kg de peso via subcutanea (Tes1a)
3.- Experimental: 2 mL de benceno (J.T. Baker) 50% v/v en aceite de maiz/Kg de peso

via subcutanea (Ben1a).

La administracion de los tratamientos siguid un esquema de cinco dias de

aplicacion (lunes a viernes) y dos de descanso (sabado y domingo) durante 8 semanas.

Dos dias después del término de los diferentes periodos de inoculacién a cada
grupo, se observd el comporiamiento de los animales, posteriormente fueron

anestesiados con uretano al 17% por via ip, se registrd peso, se evalud el cuadro clinico
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de cada animal (presencia de hematomas, cianosis y lesiones cutaneas); se obtuvo la
sangre por puncion cardiaca y fue recibida con 0.1 mL de Heparina por cada mililitro de
sangre (1000 Ul/mL; Eli Lilly and Co.); se realizé biometria hematica completa. Los
animales fueron revisados para determinar la presencia de lesiones aparentes. La
medula sea (exclusivamente para este esquema) fue obtenida por puncién de la cresta
iliaca con agujas y jeringas heparinizadas y fue mantenida en solucién salina fisiologica a
37 °C para la cuantificacion de células nucleadas totales. Al completar 40 aplicaciones de
tratamiento, se practico la necropsia, et bazo fue aislado, pesado y fiiado en formaldehido
al 4% amortiguado con amortiguador de fosfatos (PBS pH 7.2) para su estudio

histopatologico (Simmons 1980).
Biometria Hematica:

Para la cuenta de eritrocitos la sangre se diluyd 1:200 con fluido de Gower en
pipeta de Thoma para globulos rojos. Para cuantificar leucocitos la sangre se diluyé 1:20
con solucion diluyente de Turk en pipeta de Thoma para glébulos blancos . En ambos
casos las celulas se contaron en hemocitémetro por medio de microscopia de campo
claro. Para la cuantificacion de plaguetas la sangre se diluyd 1:200 con oxalato de
amonio al 1% y se realizd conteo en microscopia por contraste de fases (Simmons
1980)*2.

Se prepararon extendidos que fueron tefiidos con colorante de Wrigth y con Nuevo
Azul de Metileno para la cuantificacion diferencial de leucocitos y  reticuiocitos

respectivamente (Williams et af. 1991)%.

La hemoglobina se cuantificc por espectrofotometria por el método de la
ctanometahemoglobina y el hematocrito se obtuvo por centrifugacion en capilar (Williams
et al. 1991); por medio de los valores de la concentracion de eritrocitos, la hemoglobina

total y el hematocrito, se obtuvieron los indices eritrocitarios.

® Hemoglobina Celular Media (H.C.M.).
HCM. = Hemoglobina {(g/100 mL) x 10

Cuenta de eritrocitos { x 10%/mm’)

Expresada en picogramos (pg).
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® Volumen Celular Medio (V.C.M.).
V.CM. = Hematocrito (%)} x 10
Cuenta de eritrocitos ( x 10%mm?®)

Expresado en fentolitros (fL) o micrémetros cubicos (ym®)

® Concentracion Media de Hemoglobina Celular (C.M.H.C.).
C.M.H.C.= Hemoglobina (g/100 mL) x 10

Hematocrito

Expresada en porcentaje (%).

Cuantificacidon de células mieloides totales.

Para el recuento de células nucleadas totales de la médula dsea en este esquema,
se obtuvo 0.1 mL de médula 6sea de la cresta iliaca, se adiciond 1 mL de solucién salina
fisiologica, la suspensién celular se diluyd 1:20 con diluyente de Turk y en pipeta de
Thoma para glébulos blancos y se cuantificaron en hemocitdmetro mediante microscopia
de campo claro (Nakeff 1976)*. Asimismo, para la cuenta diferencial, se realizaron
extendidos de médula 6sea los cuales fueron tefdidos con colorante Giemsa y observados

a inmersion.

Histopatologia del bazo.

Al término de los 60 dias de tratamiento, el bazo fue disecado, pesado y colocado
en solucién fijadora de Bouin, se lavo en etanoi al 70% y deshidraté con una serie de
alcoholes graduales al 80%(dos veces de 60 minutos cada una), 96% ( dos veces de 60
minutos cada una) y 100% ( dos veces de 60 minutos cada una) respectivamente, se
aclaro con una mezcla 1:1 de etanol 100% - xileno (durante 60 minutos) y dos pasos de
xifeno absoluto (60 minutos cada uno). La inclusién se realizd con parafina. De cada
organo fueron obtenidos cortes seriados de 7 micrometros (en plano sagital) que se
tiferon con la técnica de hematoxilina-eosina (Humason 1979), fueron observados al

microscopio 6ptico con objetivos 100x y en analizador de imagenes.
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Esquema 1b

En el segundo esquema se emplearon 120 ratas distribuidas en cuatro lotes de treinta
animales cada uno: tratados durante 8 semanas hasta completar 10, 20, 30 y 40
aplicaciones. Cada lote fue subdividido en tres grupos con 10 animales de la siguiente
manera:

1.- Control, sin tratamiento (Con 1b)

2.- Testigo: 1 mL de aceite de maiz/Kg de peso via subcutanea (Tes 1b)

3.- Experimental: 2 mL de benceno (J.T. Baker) 50% v/v en aceite de maiz/Kg de peso

via subcutanea (Ben 1b).

La administracion de los tratamientos siguio un esquema de cinco dias de

aplicacion (lunes a viernes) y dos de descanso (sabado y domingo) durante 8 semanas.

Dos dias después de la dltima inoculacion de cada grupo los animales fueron
evaluados con los mismos parametros clinicos que para el esquema 1a, posteriormente
fueron anestesiados con uretano al 17% por via IP, se registro peso corporal, se obtuvo
la sangre por puncién cardiaca, la sangre fue recibida en tubos con heparina y se realizd
una biometria hematica completa. Se sacrifico a los animales por fraccionamiento
cervical y realizd necropsia, se examiné la apariencia macroscopica de los érganos
internos, se disecto el bazo y se fijo en solucion fijadora de Bouin para su procesamiento
histolégico de rutina, también se disecé el fémur derecho para la cuantificacién de células
nucieadas totales de la médula 6sea. Las cuantificaciones y procedimientos se realizaron

siguiendo los protocolos usados para el esquema a.

INDUCCION EXPERIMENTAL DE ANEMIA APLASTICA EN RATON
(esquemas 2ay 2b)

Se utilizaron 180 ratones macho ¢epa CD1, de 8 a 12 semanas de edad, obtenidos
del bioterio de la Facultad de Estudios Superiores [ztacala de la UNAM, los animales
fueron pesados y mantenidos con ingesta libre de agua y alimento y fueron colocados en
grupos de cinco por jaula. Se utilizaron dos esquemas de tratamiento con benceno (J.T.

Baker) 2mlfkg diluido al 56% en aceite de maiz.
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Esquema 1b

80 ratones fueron distribuidos en tres lotes de 30 cada uno: Control, sin
tratamiento (Con 2a), Testigo (aceite de maiz via sc); {Tes 2a); Benceno {benceno+aceite
de maiz via SC); (Ben 2a). Cada lote fue subdividido en tres grupos de 10 animales, el
tratamiento se administré diariamente de Iunes a viernes a cada grupo, hasta completar

10, 15 y 20 dosis (15,22 y 29 dias) respectivamente.

Esquema 2b

En el segundo esquema se emplearon 90 ratones que fueron distribuidos de la
misma manera que para el esquema 1, Control, sin tratamiento (Con 2b), Testigo (aceite
de maiz via SC); (Tes 2b); Benceno (bencena + aceite de maiz via SC); (Ben 2b) se
administré el benceno cada tercer dia con dos dias de descanso hasta completar las 10,

15 y 20 dosis respectivamente.

Para ambos esquemas, dos dias después de la dltima inoculacion de cada grupo,

se evaluaron los mismos parametros que para los esquemas 1a y 1b de rata.

Las dosis de benceno propuestas para los diferentes esquemas de induccidén de
Anemia Aplastica en rata y raton respectivamente, se calcularon en base a las
concentraciones reportadas con mayor frecuencia en trabajos previos ¥ sus equivalentes
en dosis inhaladas (Goldstein & Witz 1992; Farris 1997: Snyder et al. 1978; Snyder et al.
1980; Meidnsky ef al. 1989).

Para los diferentes esquemas, los resultados obtenidos estan expresados como la
media aritmética, la desviacion estandar y la comparacion de medias para pares de datos
no agrupados. Para determinar la significancia estadistica de los resultados, se aplicaron
las pruebas de ANOVA multivariada (R de Rao) y LSD de Fisher(Daniel 1983).
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RESULTADOS:

INDUCCION EXPERIMENTAL DE ANEMIA APLASTICA EN RATA
(Esquemas 1a y 1b).

Esquema 1a

Los animales del grupo benceno (Ben 1a), mostraron adinamija, irritabilidad,
hematomas y cianosis en las extremidades principalmente; se observé reduccion del 33%
en el peso corporal al final del experimento con relacion a los grupos testigo 1a y controf
1a (Tabla 7), en la zona de aplicacién del benceno se observé también: alopecia y

lesiones cutaneas moderadas {ulceraciones).

En el examen postmorten (realizado al final de las 40 aplicaciones de tratamiento)
no se observaron aiteraciones en grganos internos; con excepcion del bazo de los
animales del grupo Ben 1a que presentd una reduccion significativa en tamaro y peso
(70%) con relacion a los grupos control y testigo; no se apreciaron alteraciones en su

consistencia, textura y coloracion caracteristica (Tabla 7).

Biometria hematica.

En el grupo que recibié benceno se observd disminucién en el recuento de
eritrocitos  (8.12%) al momento de realizar el andlisis al haber transcurrido diez
administraciones de benceno, la cual se acentuo (17.90%) en el transcurso del
tratamiento hasta alcanzar 20 administraciones, finalizando con una disminucion del
38.75% (con referencia a sus respectivos testigos y control) al acumular 40
administraciones (P<0.001) Grafica 1; asimismo, se observaron alteraciones morfolégicas

diversas en estas células como: anisocitosis, crenocitosis y poiquilocitosis.

La concentracion de hemoglobina se redujo significativamente (28.12%) desde la
10a aplicacion del benceno y se mantuvo decreciente hasta alcanzar las 40

aplicaciones{56.47%) Tabla 8.
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En el grupo Ben 1a el hematocrito se mantuvo constante con relacién a sus
respectivos testigo y control. El volumen celular medio (VCM) de los eritrocitos en este
grupo se incrementé en el curso del tratamiento (48.16%), lo que ocasiona que tanto
valores de concentracion media de hemoglobina (CMH) y de concentracion celular media
de hemoglobina (CMHC) muestren variaciones (28.98 y 52.19% respectivamente) con

significancia estadistica al acurmular 40 administraciones de benceno (Tabla 8).

El valor promedio final del porcentaje de reticulocitos en ratas tratadas con
benceno (Ben 1a) fue 5 veces mayor con respecto a los grupos testigo y control

(P<0.001) Tabla 8.

La concentracion de plaquetas mostré desde las primeras 10 administraciones una
disminucién significativa (P<0.001) del 33.12%: |d cual se mantuvo a la baja de tal modo
que al completar 40 aplicaciones la disminucion final fue de 46.81% con relacion a los

grupos testigo y control (Grafica 2).

La concentracion de Leucocitos presenté una baja significativa (P<0.001)
proporcional al nimero de dosis recibidas (55.63% menor respecto al valor de fos grupos

testigo y control al final de! experimento) Grafica 3.

En las ratas tratadas con benceno se aprecid disminucion significativa en el
porcentaje de linfocitos e incremento en la cuenta de neutrofilos, monocitos y eosindfilos

(Grafica 4C).

Cuantificacion de celulas mieloides totales.
En este parametro, se pudo apreciar disminucion de la concentracién de células
mieloides totales desde la décima administracion de benceno (71.14% respecto a los

grupos testigo y control al final del experimento) Grafica 6.

Histopatologia del bazo.
La apariencia macroscopica del bazo permanecié normal (consistencia, textura y
color), no asi su peso y tamano (que disminuyeron). Al realizar e! estudio histopatologico,

no se observo alteracién de la capsula de Bowman; no obstante, las trabéculas que
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penetran al parénquima espiénico presentaron un desarreglo (caracteristico que
acompana ciertas patologias del bazo), la pulpa blanca presenté desarreglo en su
organizacién como consecuencia del tratamiento. La zona marginal nodular se observo
difusa, ademas en la pulpa roja se apreciaron zonas con abundancia de células
candidatas a Megacariocitos (Figura 9C) en comparacion af grupo control {Figuras 15 Ay
15 B).

Esquema 1b

Las ratas tratadas con benceno {Ben 1b)presentaron en menor grado los mismos

signos clinicos aparentes que las ratas tratadas con benceno del esquema 1(Ben 1a).

En el examen posmorten, se encontré también reduccién importante de la masa
esplénica en tamafio y peso (62.87%) Tabla 7; no se observo necrosis ni cambios en la

apariencia del organo.

Biometria hematica.

Al completar la dosis 20 en las ratas tratadas con benceno (Ben 1b) se observd
una disminucién significativa (P<0.001} del 44% en la concentracién de eritrocitos, {a cual
se& incrementd hasta alcanzar un valor de 66% al completar 40 aplicaciones de benceno
(Grafica 1). Al igual que para el esquema 1a, se observaron alteraciones morfolégicas

diversas en estas células como: anisocitosis, crenocitosis y poiguilocitosis.

En este grupo se observd una disminucion significativa (P<0.001) de |la
concentracion de hemoglobina (30%) a las 10 dosis acentuandose en relacion directa con
el nimero de dosis administradas. La concentracion al final del experimento represent el

57.36% con relacion a sus respectivos control y testigo (Tabla 8).

El hematocrito no mostrd diferencia entre las ratas tratadas con benceno de los

diferentes lotes con relacion a sus respectivos controles y testigos (Tabia 8).

En este grupo (Ben 1b) se observd un incremento (35.55%) en el volumen celular
medio (VCM) de los eritrocitos de las ratas al recibir 40 aplicaciones de benceno, Se
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apreciaron variaciones significativas (P<0.001) en los valores de hemoglobina celular
media (disminucién de 30.38% a! acumular 40 aplicaciones de benceno} y la
concentracion media de hemoglobina celular (53.71%) con relacion a sus respectivos

control y testigo, Tabla 8.

Asi mismo, la concentracién de reticulocitos mostré un aumento 30 veces mayor
en los animales que recibieron benceno en comparacion con los grupos testigo y control,
Tabla 8.

La concentracion de plaquetas disminuyd significativamente (P<0.001) a partir de
las 10 aplicaciones de benceno (31%) y se acentio al acumular 40 aplicaciones de

benceno (66%), Grafica 2.

Se observg disminucion en la concentracion de leucocitos a partir de las 10
aplicaciones de benceno {33%) para alcanzar una disminucion final del 73% con respecto

a los animales de los grupos control y testigo, Grafica 3.

En las ratas tratadas con benceno se observo una disminucion en la concentracion
de linfocitos a partir de las 10 aplicaciones que se mantuvo hasta las 30 aplicaciones, en
este periodo aumenté la concentracion de neutrdfilos, monocitos y eosinofilos, (Grafica
5C), no obstante, al completar las 40 aplicaciones del benceno se observé un repunte
que no alcanzo la concentracion inicial y la concentracion de neutrdfilos regreso a su

concentracién normal.

Cuantificacion de células mieloides totales.
Se puede apreciar disminucion de la concentracion de células mieloides totales
desde la décima aplicacion (53.73% respecto a los grupos control y testigo) resultando en
una disminucion final del 70% (P<0.001), Grafica 6.

Histopatologia del hazo.
Al igual que para el primer esquema, en los animates gue recibieron benceno, no
se observaron alteraciones macroscopicas (consistencia, textura y color) del bazo,
aunque se registré una disminucién del tamafo y peso del 6rgano. En el estudio
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histopatolégico se observé un adelgazamiento de la capsula de Bowman, fa organizacion
de la pulpa roja se observd ligeramente alterada y se encontraron gran cantidad de
megacariocitos en comparacion con los bazos de las ratas de los grupos control y testigo.
La pulpa blanca presentd desarreglo en su organizacion; la zona marginal nodular se
observé difusa, en tanto que en el centro germinativo se apreciaron focos necréticos,
(Figura 16 By 16 C).
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PESQO CORPORAL Y ESPLENICO

INDUCCION EXPERIMENTAL DE ANEMIA APLASTICA EN RATA (Esquemas 1ay 1b)

PESO CORPORAL APLICACIONES | CONTROL 12 TESTIGO 1a BENCENO1a CONTROL 1b TESTIGO1b  BENCENO 1b
g 10 243.04+/-18.80  235.0+/- 1180 173.3+-17.70° 2458 +-18.95 2385 +/- 159 180.6 +/- 19.9

20 286.0+-11.70  283.3+/-15.41 2116 4/-1060* 2958+/-17.15  2905+-186  215.0 +/- 181"

30 330.7 1378 3216+ 1915 2350 +/- 16.43" 3356+ 1873 3159+~ 126  246.8 +/ 195

40 353.3+/-16.6 356341470 2356 +/-2500" 3508+ 188 3650 +-192  250.9 4/ 13.8°

PESQ ESPLENICO 10 1.227 +-0.15 1,129 +/-0.10 0921 +-0.12
g 20 1.470 +- 0.15 1.304 +/- 0.1 0.853 +/- 0.09*

30 1.679 +/- 0.21 1723+ 015  0.703 +/- 0,05¢

40 1887 +/-035 1988 +-0.33 0564 +/-0.08" 1778 +/-0.22 1844 +-022 0660 +- 003

Tabla 7. Peso corporal y esplénico de ratas tratadas con bencen
coma valores promedio +/- error estandar (n = 10).

0 y sus respectivos controles
“Significancia estadistica (P < 0.001) con respeclto al testigo y control.

y lestigos. Los datos se expresan




(oY)

PARAMETROS ERITROIDES

PARAMETRO

APLICACIONES

CONTROL1a TESTIGO1a BENCENQ1a CONTROLtb TESTIGO1h BENCENOQ1b
0 17.90+/-0.71  17.82+/-043 1397 +-030 1B.57 +/-0.58 18.49 +/-0.43 13.9 +- 0.30
HEMOGLOBINA 10 19.31+/- 065 1934 +/-0.79 13.88 +-0.26 19.81 +/-0.46 19.67 +/- 0.48 13.9 +1.0.27
gfdL 20 21,44 4/-0.49 2083 +-024 10.98 +/- 0.56° 20.61 +/-0.42 20.99 +/- 0.28 10.9 +- 0.56*
30 20.55 +/-0.41 2087 +/-0.51 9.63 +- 0.63* 2055+ 041 20.86 +/- 0.51 9.96 +/- 0.44"*
40 20.86 +/- 044 2047 +-0.18 0.08 +/- 0.42°  21.20 +- .037  20.81 +/- 0.41 9.04 +/- 0.44*
HEMATOCRITO 0 38.20+/-249 5457+ 204 4087 +-357 395441200 5623 +- 1.68 4250 +/- 2.65
10 53.95 4123 4978 +4/-1.43  4523+-129 534144112  40.61 +/- 1.45 45.23 +- 1,30
% 20 53.314/-1.22 5386+~ 101 48.31+-158 53.81+-105 53.86+- 1.01 48.30 +/- 1.59
30 51.29 4141 492241165 5277+-211 5120 +/-141 4961 +- 153 51.10 +- 0.70
40 52.52+-070 5046+/-032 4961+-121 5352+4151 5063 +/-025 49.29 +/- 1.00
VOLUMEN CELULAR 0 5184 +/-4.14 7473 +/-257 5336+/-6.59 50.68 +~3.38 76.47 +/- 1.99 55.03 +/-5.78
MEDIO (V.C.M.) 10 6248 +/-3.03 70.96+/-2.52 68.46+/-3.96 7522 +-199 7262 +-237 69.46 +/- 4.29
L 20 T173+-178  7235+/-139 79.88+/- 441 7256 +/-1.30 7268 +/-1.30 79.88 +/- 4.40
30 74.42 +/-1.69  B60.39 +/- 214 9B.64 +/-519° 62.48 +-3.07 62.05+- 2.06 4929 +/- 1.09
40 51.84 4414 6065 +-097 100.6 +/-6.81*° 6483 +-1.06 5063 +/0.25 100.6 +/- 6.81*
HEMOGLOBINA CELULAR o] 2415 +-0.7 2422 +-1.04 24.18+-6.60 24,15+ 0.77 2538 +/- 0.92 17.80 +/- 1.08
MEDIA (H.C.M.) 10 2664+ 0.7 276741156 21044121 27.20+/-066 2767 +-1.56 20.37 +/- 0.60
[o]e] 20 27.50+/-0.76 2752 +/-0.88 18.23 +/- 1.54* 27,83 +/-0.60 29.70 +/- 1.41 18.23 +/- 1.54
30 2533+/-044 2563 +-088 17690 +-0.81" 2533 +/-0.44 2663 +-1.12 17.69 +/- 0.81
40 2546 +/- 052 2431 +-053 18,08 +-0.91* 2597 +.0.61 24.97 +-0.53 18.08 +/- 0.98
CONCENTRACION MEDIA 0 4B27 +/- 465 3114+ 150 3566 +-3.50 49.94 +/- 3.87 3281 +/- 1.60 37.32 +/- 3.08
DE HEMOGLOBEBINA 10 3597 +-1.69  39.04 +/-1.58 30.75+-068 3594 +/-1.70 40.70 +/- 1.03 30.26 +-0.33
CELULAR (CMH.C) 20 38.32 +- 084  38.32+4/-063 2275+-181" 3972 +-0.37 22.87 +- 0.69 22.87 +/- 0.69
gidL 30 4096 +/- 1.87  40.96 +/- 1.87 18.91 +/- 1.04* 4096 +/- 1.91 4248 +/- 0,94  10.90 +/- 1.040*
40 39.70+-1.307  39.71+/-1.30 1812 +/-081" 39.21+-150 41.27 +-0.06 18,15+~ 1.79*
RETICULOCITOS % 0 007 +/- 0008 .Q06 +/- 000B  .006 +/- .0008 009 +/-.0005 Q07 +- .0008 .007 +/- 0004
0 .006 +/-.0008  .006 +/- .0008 .009 +/- .0001  .006 +/.0005 .00B +/- 0006 .010 +/- .0010
20 006 +/-.0008  .007 +/- 0004 .020 +/- .0002" .007 +/- .0005 .007 +/- .0006 .022 +- 0020*
30 006 +/-.0008  .007 +- 0005 .037 +/- 0004* Q07 +/- 0007 .007 +i- .0006 {037 +/- .0070*
40 006+/- .0004  .007 +/- 0003 102 +/- .0210° 006 +/- .0006 007 +/- .0009 .202 +- 0201*

Tabla 8. Efecto de la administracién subcutdnea de benceno en rata sobre los parametros eritroides. Los datos se expresan como
promedio +/- error estandar (n = 10). *Significancia estadistica con respecto al testigo y control.
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Grafica 1. Concentracion de eritrocitos en sangre periférica de ratas expuestas a benceno durante 60 dias (40
aplicaciones) Ben 1a y Ben 1b y sus respectivos testigos (Tes 1a y Tes 1b) y controles {Con 1a y Con 1b).
Valores Promedio +/- error estandar (n = 10).

Concentracion de plaquetas en sangre periférica de rata
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Grafica 2. Concentracidn de plaquetas en sangre periférica de ratas expuestas a benceno durante 60 dias {40
aplicaciones) Ben 1a y Ben 1b y sus respectivos testigos (Tes 1a y Tes 1b) y controles (Con 1a y Con 1b),
Valores Promedio +/- error estandar {n = 10).
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Concentracion de leucocitos en sangre periférica de rata
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Grafica 3. Concentracién de leucocitos en sangre periférica de ratas expuestas a benceno durante 60 dias (40

aplicaciones) Ben 1a y ben 1b y sus respectivos testi

Valores Promedio +/- error estandar (n = 10).

gos (Tes 1ay Tes 1b) y controles (Con 1a y Con 1b).
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CUENTA DFERENCIAL DE LEUCOCITOS EN SANGRE PERIFERICA DE RATAS
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CUENTA DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS EN SANGRE PERIFERICA DE RATAS
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Grafica 4. Cuenta diferencial de leucocitos de sangre periférica de ratas tratadas con 40 a

(Ben 1a) C y sus respectivos testigo (Tes 1a) B y contro! (Con 1a) A. Esquema "a"
~t

pliaciones de benceno por via subcutanea
o

. Valores promedio, n= 10
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Grafica 5. Cuenta diferencial de leucocitos de sangre

periférica de ratas tratadas con 40 apliaciones de benceno por via subcutanea
(Ben 1b) C y sus respectivos testigo (Tes 1b) B y control (Con 1b) A. Esquema “b”. Valores promedio, n= 10
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Celularidad medular en rata

cels x 19%mL
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Grafica 6. Concentracion de células nucieadas totales de médula dsea de ratas expuestas a benceno durante 60
dias (40 aplicaciones) Ben 1a y ben ib ¥ sus respectivos lestigos (Tes 1ay Tes 1b) y controles (Con 1a y Con
1b). Valores Promedio +/- error estandar {n=10).
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Figura 15. Cortes histoldgicas de bazo de rata: Control Con 1a (A y B) y experimental Ben 1a (C) al término
dei ratamiento (esquemna 1a), Clave: C cépsula, PR pulpa roja; CB cordones de Billroth; PB pulpa bianca;
CG centro germinativo; M megacariocito. Barra B0 um;125x (A), 250x (By C).
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Figura 18. Cortes histologicos de bazo de rata; contro! Con 1b (A) y experimental Ben 1b (B y C) al término
de! periodo de tratamiento {esquema 1b). Clave: C cépsula; PR pulpa roja; CB cordones de Billroth; PB
pulpa blanca, CG centro germinativo, M megacariocito; N necrosis. Barra 80 um; 125x (a y B}, 250x (C}.
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RESULTADOS.

INDUCCION EXPERIMENTAL DE ANEMIA APLASTICA EN RATON
(Esquemas 2a y 2b).

Esquema 2a

Los animales del grupo que recibieron benceno (Ben 2a), mostraron irritabilidad,
adinamia; cianosis y hematomas en las extremidades, se observé también: reduccion de
42% en el peso corporal al final del experimento con relacién a los grupos testigo y
control (Tabla 9), ademas de alopecia, lesiones cutineas moderadas, ulceraciones y

Costras hematicas en la zona de aplicacion del benceno.

En el examen postmorten, no se observd alteracion en organos internos a
excepcion del higado, el cual en condiciones normales, presenta una color vino, en los
ratones tratados con benceno, la coloracion de este érgano, era café ocre (la apariencia
era similar a la de! higado cocido); por otra parte el bazo presenté unpa reduccion
significativa en tamaiio, peso, (68% con relacidn a los grupo control y testigo). Tabla 9 y

necrosis que abarcaba desde la mitad de! hilio a toda Ia regién caudal.

Biometria hematica.

En el grupo que recibid benceno se aprecid baja en la cuenta de eritrocitos a partir
de la decima dosis, la cual se acentuo al acumular 15 dosis representando una
disminucion del 26.5% {p< 0.001) Grafica 7. En la sangre de los animales de este grupo,
se observaron alteraciones morfolégicas diversas como: anisocitosis, crenocitosis y

poiguilocitosis.

La concentracion de hemoglobina se redujo significativamente después de

completar las 15 dosis y se mantuvo asi hasta alcanzar las 20 dosis (20%) Tabla 10,

En el grupo {Ben 2a} el hematocrito se mantuvo constante, sin embargo, el valor

promedio total de los grupos testigo versus los tratados, mostrd en éstos reduccion
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significativa (11%). El volumen celular medio (MCV) de los eritrocitos en este grupo se
incrementd con el curso del tratamiento. Al comparar valores promedio de los grupos
testigo en relacion con los grupos experimentales, no se encontré variacion significativa
en este parametro, 1o cual hace que tanto los valores de concentracién media de
hemoglobina (MHC) y de concentracién corpuscular media de hemoglobina (MHCH)

muestren variaciones que no tienen significancia estadistica. Tabla 10.

Por otra parte, el valor promedio final de reticulocitos en los ratones con benceno
es 3.4 veces mayor con respecto al grupo testigo, obteniéndose un valor de p< 0.001, lo

que muestra que dicha variacion tiene significancia estadistica. Tabla 10.

El nimero de plaquetas disminuy6 significativamente a las 10 dosis, sin embargo,
al llegar a la dosis 15 se incrementd el nimero y se mantuvo en ascenso hasta llegar a

las 20 dosis alcanzando valores por encima de lo normal {43.53%). Grafica 8.

La concentracion de leucocitos presentd una baja significativa (p < 0.001)
proporcional al nimero de dosis recibidas (80 % menor respecto al valor promedio del

grupo control al final del experimento). Grafica 9.

En los ratones tratados con benceno se observo disminucién significativa en la
concentracion de linfocitos e incremento en la cuenta de neutréfilos, monocitos y

eosinofilos, Grafica 10C.

Cuantificacion de células mieloides totales.
Se pudo apreciar disminucion de la concentracion de células mieloides desde la

décima dosis {50% respecto al grupo testigo al final del experimento) Grafica 12.

Histopatologia del bazo.

Se observaron zonas de necrosis en la porcion caudal del bazo hasta la mitad del
organo. Al realizar el estudio histopatolégico, no se encontraron focos de hialinizacion o
adelgazamiento de la capsula de Bowman y de las trabéculas que penetran al
parénquima esplénico (caracteristicas que acompaian a ciertas patologias del bazo). Sin

embargo, se observaron pliegues en la capsula, resultantes de |a pérdida de volumen del
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organo. En Ia organizacion de la pulpa roja no se observaron alteraciones de manera
general, sin embargo, se apreciaron Zonas con mayor numero de células con aspecto de

megacariocitos (Figuras 17C y 17D).
Esquema 2b

Los ratones tratados con benceno presentaron en menor grado los mismos signos
clinicos aparentes y de comportamiento que los ratones del esquema 2a. La disminucion
del peso corporal a! final del experimento respecto a los grupos contro! y testigo fue del
12% (Tabla 9).

En el examen postmortem se encontrd también reduccion importante de la masa

esplénica en su tamafiio y peso del 49% (Tabla 10} y no se apreci6 necrosis.

Biometria hematica

A partir de la acumulacion de 15 administraciones se observo una disminucion del
32.29% en la concentracion de eritrocitos (p< 0.001), la cual se mantuvo constante
(Grafica 7). En los ratones tratados con benceno se observé una disminucian significativa
de la hemoglobina durante la primeras 10 dosis (21.41%) acentuandose en relacion
directa con el niumero de dosis administradas (34.03% al término del experimento) Tabla
10. Al igual que en el esquema 2b los eritrocitos mostraron alteraciones morfoldgicas

diversas como: anisocitosis, crenocitosis y poiquilocitosis,

La concentracién de hemoglobina al final del experimento representd 71% del
valor inicial en el lote tratado (dia 0). Al comparar los valores promedio de los grupos
testigo y tratado la reduccion es del 25%. Las diferencias entre ambos grupos testigo y

tratado con las dosis ensayadas fueron altamente significativas (p < 0.001) Tabla 11.

A partir de fas 10 aplicaciones de benceno, el valor giobal del hematocrito del
grupo tratado disminuy6 36% con respecto a sus grupos control y testigo (p< 0.001),

acentuandose con el curso del experimento (Tabla 10).



En este grupo se observd un incremento en el volumen celular medio (VCM) de los
eritrocitos de los ratones que recibieron 15 y 20 aplicaciones de benceno. No se
apreciaron variaciones significativas en los valores de hemoglobina corpuscular media

(HCM) y la concentracion media de hemoglobina corpuscular (CMHC) Tabla 10.
Por otra parie, la concentracion de reticulocitos no presents variacion significativa.

La concentracién de plaquetas se mantuvo sin variacién hasta las 10 dosis pero
disminuyé significativamente (p <0.001) a partir de la 15 y se conservo asi hasta el final
del experimento. La reduccién de plaquetas fue del 59% con respecto al testigo al final

del experimento (Grafica 8).

Se observd disminucién en la concentracion de leucocitos (64.70%) al transcurrir
10 dosis con un repunte al momento de evaluar a las 15 dosis que no rebasd la
concentracion inicial {tiempo 0) para finalmente descender hasta el 54% (Grafica 9).

En los ratones tratados con benceno, se observd una disminucién significativa de
los linfocitos a partir de la dosis 10 que se mantuvo constante hasta el final del
experimento, se observéd también un incremento en los neutréfilos monocitos y eosinéfilos

con respecto al grupo testigo (Grafica 11C),

Cuantificacion de células mieloides totales.
La concentracion de las células mieloides fue inversamente proporcional al namero
de dosis recibidas entre la dosis 0, 15 hasta el final del experimento, la disminucion

celular represento 55% respecto al grupo testigo (Grafica 12).

Histopatologia del bazo.

La organizacidn de la pulpa roja no se observd alterada de manera general, se
encaontraron zonas con menor nimero de megacariocitos en comparacion con el bazo de
los animales tratados con benceno mediante el esquema 1. La pulpa blanca presentd
desarreglo en su organizacion como consecuencia del tratamiento. La zona marginal
nodular se observd difusa, en tanto que en el centro germinativo se apreciaron focos
necroticos (Figuras 18Cy 181D).
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PESO CORPORAL Y ESPLENICO

INDUCCION EXPERIMENTAL DE ANEMIA APLASTICA EN RATON (Esquemas 2a y 2b).

PESO CORPORAL APLICACIONES | CONTROL 2a TESTIGO 2a l BENCENO 2a CONTROL 2b | TESTIGO 2b BENCENO 2b
g 10 55,0 +/-1.35 57,3 +/-1.05 32.5+/-1.05" 49.0 +/-1.05 §53.5+/.2.03 456 +/- 275

15 55.5+/-2.25 58.6 +/-2.35 378 +/- 125" 49.0 +/- 1.02 §55.6 +/- 1.75 452 +/-2.05"

20 54.1 +-1.75 58.9 +/ 1.95 314 +-195- 49.5 +/-0.75 55.6 +/-1.95 43.5 +-2.55"

PESO ESPLENICO 10 0.292 +/- 0.004 0.300 +/- 0.005 0.119+/-0009  0.375+-0.018 0315 +. 0009 0.239 +/ 0.011

g 15 0.266 +- 0.005 0.292 +/-0.006  0.087 +/- 0.009*  0.292 +- 0.017 0.300 +/- 0.005  0.182 +- 0.009

20 0.254 +/- 0.008 0.285 +/- 0.008 _ 0.08% +-0.007* _ 0.300 +/- 0.006 0.298 4/-0.003  0.151 +/-0.007

Tabla S. Peso corporai y esplénico de ratones tratadas co
como valores promedio +/- error estandar {n = 10}. *Significancia e

n benceno y sus respectivos controles y testigos. Los datos se expresan

stadistica (P < 0.001) con respecto al testigo y control.
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e e rETEEEa AT RAS T ILA SN RATUN (Esquemas 2a y 2b).

PARAMETROS ERITRIODES
PARAMETRO APLICACIONES CONTROL2a TESTIGO2a BENCENO2a CONTROLZb TESTIGO2b BENCENO2b
0 11.59 +/- 0.45 11.49 +/- 0.74 11.39 +/- 0.47 9.250 +/. 0.61 9.870 +/- 0.29 9.540 +/- 0.09
HEMOGLOBINA 10 10.16 +/- 0.68 10.16 +/- 0.30 9.96 +/- 0.87 10.874 +/- 1.46 10.87 +/- 0.64 B.546 +/- 1.24
{g/dL) 15 9.91 +-0.74 9.90 +/- 0.34 9.31 +/- 0.48 10.853 +/- 1.30 10.83 +/- 0.58 7.174 +/- 1,30
20 10.31 +/- 0.07 10.3 +/- 0.31 B.25 +/- 1.22* 10.751 +/- 1.06 10.75 +/- 0.44 7.092 +/- 1.38*
0 53.08 +/-2.13 51.08 +/- 3.08 38.30 +1- 1.06 40,75 +/- 1.41 43.98 +/- 1.66 39.28 +/4 145
HEMATQCRITO 10 49.52 +/- 1.99 45,63 +/- 2.48 36.45 +1- 260 40.48 +/- 2.27 40.49 +/- 219 25.78 +/-1.81*
(%) 15 45,54 +/. 1.51 4554 +/- 1.40 3B.47 +/- 1.82 39.27 +/-2.10 39.28 +- 145  22.36 + 0.86"
20 44 .80 +1- 0.77 4481 +4 2.45 39.98 +/- 2.92 45.30 +/-2.58 45.31 +/- 0.85 28.73 +/- 1.01*
VOLUMEN 0 2B2.5 +/- 40.5 186.12 +/- 310  163.25 +/-12.3 104,19 +/- 2.49 19581+ 7.91 15416 +/- 10.3
CELULAR MEDIO 10 258.9 +/- 5.76 258.54 +/- 485  164.15 +/- 28.4 164.62 +/- 44.31 164.62 +/- 6.8 95.93 +/- 8.81
(MCV.) 15 189.3 +/- 4.31 189.36 +/-19.4  198.07 +-11.6  160.32 +/- 17.74 160.33 +~ 4.7 130.92 +/- 5.17
(Fn 20 204.3+/- 178 204.31+/-14.2 2000 +- 3816 177.04 +/- 12.97 177.04 419 218.14 +/- 7.40*
HEMOGLOBINA 0 58,60 +/- 9.25 42.65 +/-3.79 39.41 +- 503 36.60 +/- 3.47 44,07 +/- 2.71 37.35 +/- 2.78
CELULAR MEDIA 10 5412 +-3.13 54.12 +/-9.51 4529 +/- 7.01 44,55 +/- 8 68 4455 +/- 3.43 39.55 +- 3,36
(MHC.) 15 41.07 +/- 2.61 41,07 +/- 3.84 48.11 +/- 555 44.30 +/- 3.51 44,30 +/- 2.86 43,01 +/- 2.44
{pg} 20 46,88 +/- 9.19 46.90 +/- 1.21 40.77 +/- 7.64 53.88 +/- 1.10 53.89 +/- 10.1 52.46 +/- 2.13
CONCENTRACION MEDIA 0 2215+ 124 18.71 +/- 4.32 29,86 +/- 1.54 23.13 +/- 1.99 22.7 +/-1.38 25.25 +/- 2.09
DE HEMOGLOBINA, 10 20 86 +/- 2.60 20.86 +/- 1.80 27.29 +/- 5.51 27.41 +1. 1.64 27.42 +1-2.85 35.55 +1- 1.64
CELULAR (M.C.H.C)) 15 2180 +- 1.51 21.81 +- 0.40 2417 +/- 3.51 27.32 +/- 0.35 27.33 +1- 1.66 3318 +- 0.38
(%) 20 23.34 +-0.73 23.34 +/- 1.36 20.59 +/- 2.47 23.71 +/- 143 23.70 +/- 0.42 25,67 +/- 1.43
RETICULOCITOS 0 008 +/- .0004 007 +/- 0008 019 +4 0130 .008 +/- .0008 .021 +/- 0140 .007 +- 0008
(%) 10 .007 +/- 0009 .005 +- 0002 011 +/- .0080" .007 +- .0008 .009 +- 0001 011 #0017
15 008 +- .0009 080 +/- .0090 .013 +£ 0020 .008 +/- 0008 008 +-.0002  .018 +/- .0035*
20 003 +/- .0013 .006 +/- 0002 .007 +/- .0008 .005 +/- 0009 001 +~ .0008 .002 +- 0013

Tabla 10. Efecto de Ia administracién subcutan
promedio +/- error estandar (n = 10).

ea de benceno en rata sobre los parametros eritroides. Los datos se
*Significancia estadistica con respecto al testigo y control.

expresan como
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Grafica 1. Concentracion de eritrocitos en sangre periférica de ratas expuestas a benceno durante 60 dias (40
aplicaciones) Ben 1a y Ben 1b y sus respectivos testigos {Tes 1a y Tes 1b) y controles (Con 1ay Con 1b).
Valores Promedio +/- error estandar (n = 10).
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Grafica 2. Concentracion de plaquetas en sangre periférica de ratas expuestas a bencenc durante 60 dias (40
aplicaciones) Ben 1a y Ben 1b y sus respectivos testigos (Tes 1a y Tes 1b) y controles (Con 1a y Con 1b).
Valores Promedio +/- error estandar (n = 10}
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Concentracion de leucocitos en sangre periférica de rata
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Grafica 3. Concentracion de leucocitos en sangre periférica de ratas expuestas a benceno durante 60 dias {40
aplicaciones) Ben 1a y ben 1b y sus respectivos testigos (Tes 1ay Tes 1b) y controles {Con 1a y Con 1b).
Valores Promedic +/- error estandar (n = 10).
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Grafica 6. Concentracion de células nucleadas totales de médula 6sea de ralas expuestas a benceno durante 60
dias (40 aplicaciones) Ben 1a y ben 1b Y sus respectivos testigos (Tes 1ay Tes 1b) y controles {Con lay Con
1b). Valeres Promedio +/- error estandar (n=10).
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Figura 17. Cortes histoldgicos de bazo de ratén: control Con 2a (Ay C) y experimental Ben 2a (By D) al
término del periodo de tratamiento {esquema 2a). Clave: C capsula; PR puipa roja; CB cordenes de Billrroth,
PB pulpa blanca; TG centro germinativo, M megacariocito. Barra80 um; 126x{Ay B), 260x (Cy D).
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Figura a 18. Cortes histolégicos de bazo de ratén: contral Con 2b (A y B) y experimental Ben 1b {CyD)al
término del periodo de tratamiento (Esquema 2b). Clave: PB pulpa blanca; CG centro germinativo, PB pulpa

blanca; M megacariocito, N necrosis. Barra80 um; 125x (Ay D), 250 (By C}.
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DISCUSION.

INDUCCION EXPERIMENTAL DE ANEMIA APLASTICA EN RATA
(Esquemas 1a y 1b).

Se ha demostrado experimentalmente que la exposicién a benceno por inhalacion,
en concentraciones de 100 a 1000 ppm, desde 30 min a 7 h por dia durante 2 a 30
seémanas, provoca alteraciones hematologicas en ratas. Boje y colaboradores (1970)
utilizando 400 ppm/19 ventilaciones durante 36 dias provocaron anemia moderada,
leucocitosis, trombocitopenia y reticulocitosis con depresidn reversible de tas células
mielopoyéticas. Gill y cols. (1980), al emplear 100, 500 y 1000 ppm 6 h/dia por via
inhalatoria durante 6 semanas, reportaron leucopenia declarada sin alteracion en la

celularidad medular.

Dobrokholov en 1972, al administrar benceno por via subcutanea indujo
alteraciones cromosémicas en células de la médula ésea al inyectar 1 mL/Kg de peso
durante 12 dias. Asimismo, los resultados obtenidos en esta etapa son acordes con los
reportados por Gerarde (1956), Gerarde & Ahlstrom {1966) quienes al inyectar por via
subcutanea 1 mL de benceno/Kg de peso durante 14 dias reportaron leucopenia con

cambios no significativos en el hematocrito.

En los trabajos mencionados anteriormente, la evaluacidon del dafio provocado
por la administracion del benceno es muy diferente, ya que estd con relacion al tiempo de
duracion y objetivos propios de la investigacion, en la mayoria de los estudios no se

enfatiza el efecto del benceno sobre la médula 6sea a mediano y alargo plazo.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo concuerdan con los reportados
por Koike y colaboradores (1959), quienes al administrar 1 y 2 mL de benceno/Kg de
peso 3 a 5 semanas por via subcutanea, causaron anemia hemolitica y disminucion en la

concentracion de céluias nucleadas en la meédula femoral.
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La disminucién de células de médula dsea en las ratas tratadas con benceno el
esquema (1a), estuvo asociada con una pancitopenia en sangre periférica. En los
animales de este grupo, no se observaron lesiones macroscopicas del bazo (ni en otros
6rganos internas como higado o rifién que intervienen en los procesos hematopoyéticos),
lo que significa que no se causé esplenotoxicidad, lo que ayudo a la clara observacion del
cuadro de anemia aplastica; ya que e! bazo es el organo censor encargado de retirar de
la circulacion a aquellas células que han cumplido su ciclo o bien a las que se encuentran

con defectos estructurales (principalmente eritrocitos ¥ plaquetas).

La eritrocitopenia observada en las ratas tratadas con benceno en éste esguema
(1a), es acentuada y probablemente debida al efecto directo de este solvente sobre las
celulas precursoras hematopoyéticas de la médula ésea o bien debidas a una mayor
susceptibilidad de los eritrocitos a cambios de tonicidad, manifestandose como anemia

macrocitica hipocromica, ademas de otras alteraciones morfolégicas diversas.

La leucopenia observada en éste grupo de animales, es también acentuada y en
relacion directa con el numero de aplicaciones de benceno sobre la médula osea;
tomando en cuenta que ésta linea germinal es Unicamente regulada por la médula. En
todos los tiempos observados, la disminucién en la concentracion de leucocitos totales en

sangre periférica, estuvo asociada con el grado de hipoplasia medular.

No obstante, la disminucion general de los leucocitos totales, el incremento en el
porcentaje de los granulocitos (neutrofilos y eosindfilos) podria deberse a la disminucion
de la cantidad de linfocitos circulantes, a mecanismos de defensa inespecificos o0 a un
estimulo especifico de los metabolitos secundarios del benceno como las hidroquinonas,
las cuales han demostrado tener actividad estimulante in vivo e in vitro sobre las
unidades formadoras de colonias de granulocitos (neutrofilos)/macréfagos (monocitos)
Henschler et al. 1996,

A lo largo del tratamiento, en las ratas del grupo Ben 1a, las plaquetas mostraron
un decremento constante debido a la hipocelularidad severa de la médula dsea, la cual

resultd incapaz de producir a sus precursores los megacariocitos.
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A pesar de no presentar alteraciones macroscopicas que impidieran la funcion de
regular la concentracion de eritrocitos y plaquetas en sangre periférica, al retirar de la
misma a los elementos viejos o dafiados no se vio afectada, el bazo sufrio modificaciones
€N su organizacion y estructura microscépica, por lo que no podia funcionar como érgano
hematopoyético alterno (productor de plaquetas); los megacariocitos encontrados en él,
de acuerdo a su morfologia observada con los criterios de clasificacién de Levine (1981)

¥ Bull (1957) no son productores de plaguetas,

Es importante remarcar que en el segundo esquema para rata (1b) se observd una
disminucién en la concentracién de eritrocitos, corroborada por la variacién de
parametros relacionados ¢como; concentracion media de hemoglobina (C.M.H.); volumen
corpuscular medio (V.C.M.); concentracion media de hemoglobina corpuscular
(C.MH.C), dicha disminucion podria ser el resultado del efecto directo del benceno
sobre las células precursoras hematopoyéticas de ta médula osea, o bien debidos a una
mayor susceptibilidad de los eritrocitos a cambios de tonicidad o bien susceptibilidad a el
benceno circulante y sus diferentes metaboiitos, los cuales al tener una gran afinidad por
el tejido graso, causan alteraciones a nivel de membrana celular, medificando su
estructura, ocasionando deformaciones de la célula; todo esto se manifiesta como

anemia macrocitica hipocromica, ademas de otras alteraciones morfolégicas.

Aungue los parametros medidos por otros autores, en la mayoria de los casos no
son todos los que se midieron en el presente trabajo, los resultados obtenidos en esta
fase para ambos esquemas, concuerdan con los reportados por otros autores cuyos
trabajos han sido administrando el benceno por via oral o inhalatoria. La administracién
oral de benceno en concentraciones de 30 a 450 mg/Kg de peso por periodos de 25 a
112 dias causa alteraciones hematolégicas en ratas. Irons al aplicar 1 mL/Kg de peso
via subcutdnea durante 10 dias reportd disminucién de las poblaciones linfoides en

sangre periférica.

Scheding y colaboradores (1992) administraron 10 mg de benceno /Kg de peso
por via oral en ratas durante 56 dias, reportaron dafios reversibles sobre los granulocitos

de sangre periférica; al ampliar el tratamiento a 112 dias ocasionaron que los dafos
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fueran irreversibles, observande también disminucién en la concentracién de células

eritroides de la médula dsea.

Los resultados obtenidos para el primer esquema (1a) en esta fase, concuerdan
con los reportados por Scheding para la via oral, no obstante que la dosis empleada en
nuestro caso es dieciséis veces mayor {160 mg/Kg). En este caso se consiguio prolongar

el tiempo de administracion al equivalente a 112 dias reportados por el autor.

Con el fin de corroborar los resultados obtenidos, y corroborar la reversibiliciad de
las alteraciones causadas, se realizé otro experimento {datos no incluidos) en el que se
administro bencenc a 3 grupos de ratas benceno hasta completar 40 aplicaciones (50
dias) manteniéndolas sin tratamiento 60 dias mas; analizandolas a los 75, 90, 105 y 120
dias de iniciado el experimento; ademas de la biometria hematica y los parametros
clinicos citados, se incluyeron las pruebas de fragilidad eritrocitaria y examen citoquimico
de peroxidasa; se observo que el grado de hipoplasia medular se mantuvo hasta el final
del experimento, no obstante, la concentracién total de leucocitos aumento conforme
transcurrio el tiempo, lo que podria atribuirse a una alteracion en la célula multipotencial
mieloide precursora de eritrocitos, granulocitos y plaquetas, mas que a un dafo en Ia
celula troncal totipotencial (stem), ya que no se afecta Ia proliferacion de la linea linfoide,
lo cual esta de acuerdo con los hallazgos en pacientes con anemia aplastica cuyos
linfocitos llegan a constituir el 90% de los leucocitos en sangre periférica como lo

reportan Heimpel et af (1984) y Tapia et af (1990).

INDUCCION EXPERIMENTAL DE ANEM!IA APLASTICA EN RATON
{(Esquemas 2a y 2b).

Puede observarse que los animales tratados con benceno sufrieron alteraciones
tanto de comportamiento como clinicas, dichas alteraciones fueron mas acentuadas en
los grupos tratados con el esquema (2a) cuyos bazos presentaron zonas necroticas

macroscdpicas no observadas en los animales tratados del esquema (2b).
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En condiciones normales, el bazo es el érgano responsable de regular la
concentracion de eritrocitos y plaguetas en sangre circulante, al retirar de la misma a los
elementos viejos o dafiados. Es posible que la lesién provocada haya impedido que el
bazo cumpliera con su funcidén como érgano censor y por lanto que las plaquetas se
acumularan en la circulacién, no obstante que la médula dsea presentaba hipoplasia
severa y era incapaz de producir plaguetas ni sus precursores los megacariocitos
(Tavassoli 1991). Bajo estas condiciones, el bazo debido a su estado de intoxicacién, que
modificé su estructura y organizacién no podia funcionar como organc alterno, la
presencia de megacariocitos en este organo, de acuerdo con su morfologia observada y
con los criterios de clasificacion de Levine (1981) y Boll (1997) no son productores de
plaquetas, considerando que su concentracion se regula por retroalimentacion y debido a

su alto nimero en sangre no es requerida la liberacion de nuevas plaquetas

Debido también a la lesidbn del bazo, los eritrocitos no fueron retirados
eficientemente a pesar de presentar alteraciones morfologicas de diferentes tipos. La
poblacion predominante fue de tipo macrocitico hipocromico, la cual pudo haber
disminuido también por el efecto toxico directo del benceno y sus metabolitos en sangre,

por lo que no se aprecio la disminucién tan acentuada como se esperaba.

La {eucopenia observada en los ratones tratados con benceno en el esquema 1b
es acentuada y debida al efecto directo de éste solvente sobre la médula 6sea; tomando
en cuenta que ésta linea celular no es regulada por el bazo los resultados se observan
con mayor claridad. Es importante recalcar que en todos los tiempos observados, la
disminucion en la concentraciéon de leucocitos estuvo asociada con la deplesion de la

médula dsea.

A pesar de la disminucién general de los leucocitos, el incremento en la
concentracion relativa de granulocitos podria ser debido entre ofras causas a una
respuesta inmune inespecifica contra agentes patogenos tales como bacterias, (fomando
en cuenta que el raton es una especie mas susceptible de padecer enfermedades por
microorganismos que la rata} particularmente de los neutrofilos o bien a un estimulo
especifico de los productos metabdlicos del benceno como las hidroquinonas, las cuales

han mostrado tener actividad estimulante in vivo e in vitro sobre las unidades formadoras
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de colonias de granulocitos/macréfagos que son las céluias precursoras de los neutrofilos

/monacitos (Henschler, ef al. 1996).

Con excepcion de la trombocitosis es apreciable una pancitopenia generalizada y
una hipoplasia severa de la médula dsea. Debido a que el ratdon metaboliza el benceno
dando origen a productos de oxidacion altamente toxicos para el higado, bazo y la
médula 6sea (Gill y colaboradores 1980), causando reduccién en la poblacion de células
mieloides, las cuales no son capaces de revertir la aplasia en ratones, lo que corrobora
que el benceno dafa a las células de la meédula dsea incluyendo a las céluias tronco
hematopoyéticas stem (Till & McCulloch, 1961). Los animales presentaron los signos
caracteristicos de una anemia aplastica, sin embargo la trombocitopenia que deberia
estar presente fue enmascarada por la esplenotoxicidad causada por la administracién

mas frecuente del solvente.

En los ratones tratados con el esquema (2b}, la reduccidn de células de médula
Osea, estuvo asociada con la reduccion en la concentracion de eritrocitos, plaquetas y
leucocitos en sangre. En este grupo no se observaron lesiones en el bazo, lo que
significa que no se indujo dafio esplénico, por lo que el cuadro de anemia aplastica se

observo claramente.

Con el fin de corroborar los resultados obtenidos en el esquema (2b) y determinar
la reversibilidad a corto plazo de las alteraciones causadas, se realizé otro experimento
(resultados no incluidos), sacrificando un grupo de ratones directamente a las 20 dosis de
benceno, y otro ¢con un periodo de recuperacion de nueve dias posteriores a la uitima
exposicion al solvente, se obtuvieron los mismos resultados (pancitopenia periférica e
hipoplasia medular), lo cual confirmé el cuadro de anemia aplastica persistente. (Los
recuentos ceiulares se realizaron por medio de un contador automatizado de células

Coulter Counter Z1).

Los resultados presentados aqui concuerdan con los obtenidos por otros autores
cuyos trabajos han sido realizados aplicando benceno por via inhalatoria u oral; en el
trabajo de Cronkite et al (1985), los ratones fueron sometidos a inhalacion de benceno en
concentraciones de 32 hasta 1280 mg/m3 (10 a 400 ppm) por dos semanas, seis horas
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diarias, los cinco dias de la semana, y se observd que a concentraciones mayores de 320
mg/m? la celularidad medular disminuyd y bajo el numero de células stem pluripotenciales
(Gill, 1980). A dosis mayores de 960 mg/m3, estos autores reportaron baja significativa
en el hematocrito, hemoglobina, cuenta de eritrocitos, leucocitos, plaquetas, porcentaje
de linfocitos y reversion de estos parametros dentro de las primeras cuatro semanas de
suspendido el tratamiento, alcanzando una repoblacién en ia celularidad medular del 92%
a las 20 semanas de suspendido el tratamiento con benceno. Los estudios a largo plazo
en los cuales se exponen los ratones a 50 ppm de benceno por mas de 6 meses

mostraron reduccion de la concentracién de feucocitos circulantes (leucopenia).

La exposicién mas baja que tiene efectos hematologicos en ratén, fue la inhalacién
de 10 ppm de benceno seis horas diarias, los cinco dias de fa semana durante 25.5
semanas, lo que provocd disminucidn en el nomero de eritrocitos y de leucocitos
circulantes, baja en el nimero de células nucleadas en el bazo e inhibicién de la
capacidad para desarrollar las unidades formadoras de colonias de eritrocitos in vitro.
(Baarson 1984).

Por otra parte administracién por via oral de benceno provoca hematotoxicidad en
ratas y ratones. Huff (1989) mediante alimentacién forzada con benceno en aceite de
maiz durante 120 dias con concentraciones de 25 a 400 mg/kg de peso los cinco dias de
la semana, provocando leucopenia y depresion linfoide en células B de bazo en ratas y

ratones.

Los resultados obtenidos con el esquema 2b de administracion del benceno,
coinciden con los reportados por Baarson et al. 1984, Ward 1985 y Abraham 19986,
quienes indujeron hipoplasia medular severa {(anemia aplastica) al administrar dosis entre
32 y 960 ppm durante 25 y 13 semanas respectivamente, mientras que nosotros
administramos 3.7 ppm en cada aplicacion, lo que acumuld 37, 74, 11 y 148 ppm (130,
260, 390 y 520 mg/Kg de peso) en dos, cuatro, cinco y siete semanas respectivamente.
Sin que se presentara la muerte de los animales expuestos al benceno antes de finalizar
el experimento. Lo que muestra que éste esquema de induccién parece adecuado frente
a los mencionados anteriormente y al esquema 1b ensayado por nosotros, en el que se
administraron las mismas dosis en una, dos y media y cuatro semanas, lo que concuerda
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con los hallazgos de Tice y colaboradores (1989), quienes encontraron que la
mielotoxicidad de benceno en ratones es mas pronunciada en administracicnes de

régimen discontinuo que en exposicién continua.
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CONCLUSIONES.

o Con ambos esquemas de induccién de anemia aplastica en rata, la administracion
de benceno por via subcutdnea durante 60 dias (40 aplicaciones) provocaron
pancitopenia aplasica sostenida en ausencia de alteraciones no hematolégicas

{aun después de 45 dias de haber finalizado el tratamiento).

o En ratdén, a pesar de que los dos esquemas de tratamiento con benceno
ensayados provocaron un cuadro de anemia aplastica, el esquema (2a) causo
efectos colaterales que alteran la manifestacién de ia anemia aplastica. En el
esquema (b) se logré provocar de manera clara un cuadro caracteristico de
anemia aplastica, lograndose ademas la supervivencia de los animales de

experimentacion con el menor nimero de alteraciones no hematologicas.

a2 Con este trabajo se ha logrado establecer un modelo experimental para la
induccion de anemia aplastica con benceno en rata y ratdn por via subcutanea,
con resultados equiparables a los comunicados para fa inhalacion de éste
compuesto, logrando con ello disminuir el tiempo de tratamiento y el empleo de
equipo costoso, teniendo mayor control sobre la dosificacion, el tiempo de
tratamiento y ia administracion del benceno, asi como conocer el comportamiento
dei cuadro a diferentes tiempos de aplicacion. Logrando con este sistema de

trabajo dos modelos de bajo costo y facil reproduccion.
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APENDICE (TECNICAS)

a} HEMOGLOBINA.
Diluyente de Drabkin:

Ferricianuro de potasio 200 mg
Cianuro de potasio 50 mg
Bicarbonato de sodio 19

Disolver y aforar a 1000 mi con agua destilada,

TECNICA:

En un tubo de ensaye de 13 X 100 mm colocar:

5 mL diluyente de Drabkin

0.020 de ml de sangre homogeneizada

Mezclar por inversion y dejar reposar 10 - 20 min.

Leer en espectofotémetro a 540 nm, ajustando a cero de absorbancia con el diluyente de
Drabkin.

Obtencién de Ia concentracion de Hb:

Obtener el factor F= Conc. St/D.O. St.

Conc. de Hb = Factor X D.C. Problema {9/%).

*Conociendo el valor total de hemoglobina ¥ la concentracién de eritrocitos, se obtiene-
HEMOGLOBINA CORPUSCULAR MEDIA. que valora el peso medio de la hemoglobina
contenida en los eritrocitos en valor absoluto.

H.C.M = hemoglobina X 10 =ug

numero de entrocitos

b} HEMATOCRITO.

Se lliena eltubo capilar hasta dos terceras partes con sangre perfectamente mezclada, se sella al
fuego por un extremo y se centrifuga durante 30 min a 3500 r.p.m.

La concentracion del hematocrito se obtiene utilizando un disco lector.

*Conociendo el valor total del hematocrito ¥ 1a concentracion de eritrocitos, se obtiene:
VOLUMEN CORPUSCULAR MEDIO. Que representa el volumen celular medide de los
eritrocitos en valor absoluto.

V.C.M = hematécrito X 10 = {|

nimero de eritrocitos
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¢} RECUENTO DE ERITROCITOS.
Solucion de Gower:

Sulfato sédico 1259
Acido acético glacial 33.3mL
Agua destilada cbp 200 mL

Mezclar y filtrar antes de su empleo,

TECNICA:

- Aspirar la sangre con una pipeta para glébulos rojos hasta la marca 0.5

- Aforar con la solucién diluyente hasta la marca 101.

- Agitar la pipeta 3 minutos,

- Eliminar tres o cuatro gotas del contenido de la pipeta y cargue la cadmara de Neubauer.

- Esperar 2 - 3 min.

- Contar en la cuadricula central del hemocitdmetro con objetivo de 40x.

Multipiiquese el resultado por 10,000 y asi obtendra el nimero de eritrocitos presentes en un

milimetro clbico.

d}CONCENTRACION DE HEMOGLOBINA CORPUSCULAR MEDIA.
Una vez conocidos los valores de hemoglobina total y hematocrito, se obtiene CHCM., que

mide la concentracion media de la hemoglobina en los eritrocitos, en valor absoluto, se obtiene:

H.C.M = hemoglobina X 100 = %
hematécrito

e) RECUENTO DE RETICULOCITOS.

Nuevo azul de metileno 1.0g.
Citrato de sodio 0.4q9.
Solucion salina cpb 100 mi.
TECNICA.

- Colocar 6 gotas de sangre completa en un tubo de ensaye de 8 X 75 mm.

- Agregar 6 gotas del colorante para reticulocitos y mezclar.

- Incubar durante 30 min. a 37°C,

- Decantar ei sobrenadante, con el sedimento hacer un frotis y dejarlo secar.

- Observar al microscopio con objetivo de inmersion y contar los reticulocitos que se encuentren

por cada 1000 eritrocitos.
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f) RECUENTO DE PLAQUETAS.

Oxalato de amonio 1g

Agua destilada cpb 100 ml
Mezclar, filtrar antes de su uso y conservar a 4 °C.

TECNICA:

- Cargar de sangre fa pipeta hasta la marca 0.5

- Lienar con ef oxalato de amonio hasta la marca 11.

- Agitar la pipeta aproximadamente 3 minutos.

- Desechar las 4 primeras gotas y cargar la cdmara de Neubauer.

- Colocar la camara en una caja Petri con ambiente humedo y dejar reposar 10 min.

- Hacer la cuenta de plaquetas en la parte central de la cuadricula, considerando Unicamente
cinco cuadros pequefios.

- El nimero de plaquetas observadas se multiplica por 1000 para conocer {a cantidad total de

plagquetas por milimetro cubico.

g) RECUENTO DE LEUCOQCITOS TOTALES.

Diluyente de Turk

Acido acético glacial 5mi

Agua destilada, cbp 100 mi
Agregar una pizca de cristal violeta, mezciar.

TECNICA:

- Aspirar con una pipeta cuenta globulos blancos sangre homogeneizada hasta la marca 0.5.

- Aforar con el liquido diluyente hasta {a marca 11.

- Agitar la pipeta 90 seg .

- Eliminar cuatro o cinco gotas de! contenido de la pipeta y cargar la cAmara de Neubauer .

- Esperar 10 min y contar las células de los cuadros grandes de las esquinas del cuadriculado de
la camara. Multipiicar el resuitado por 50 y asi obtendra el nimero de leucocitos presentes en un

milimetro clbico.
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h) CUENTA DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS.
Colorante de Wright:

Colorante de Wright 2g
Glicerina q.p 30 ml
Metanol cbp 1000 ml

Solucidn amortiguadora para el colorante de Wright

Fosfato monobasice de potasio 663g
Fosfato dibasico de sodio 256¢g
Aforar a 1000 ml con agua destilada.

TECNICA.

Hacer un extendido de sangre y dejarlo secar.

- La preparacion se cubre con el colorante de Wright durante 3 min.

- Se escurre el exceso de colorante y se cubre con la solucidn amortiguadora por 3 min,
- Escurrir el excedente de solucién amortiguadora y dejar secar a temperatura ambiente,
- Para la identificacién microscépica se pueden utilizar los objetivos de 40X 6 100 X.

- Registrar las diferentes formas de teucocitas en un total de 100 glébulos blancos.

i) RECUENTO DE CELULAS NUCLEADAS DE MEDULA OSEA FEMORAL
Diluyente de Turk

Acido acélico glacial 5 mi

Agua destilada, cbp 100 ml
Agregar una pizca de azul de metileno, mezclar.

TECNICA:

- Disectar el fémur izquierdo de una rata o raton.

- Eliminar el exceso de tejide muscular y conectivo.

- Retirar ambas epifisis

- Perfundir el canal meduiar con ayuda de una aguja de acero 21° x 32"

Inyectar por el canal medular 3 ml de solucién satina fisiologica

- Homogenizar el contenide medular y aspirar médula dsea perfundida con la pipeta cuenta
glébulos blancos hasta la marca 0.5.

- Aforar con diluyente de Turk hasta la marca 11.

- Agitar la pipeta 90 seg .

- Bliminar cuatro o cinco gotas del contenido de la pipeta y cargar fa camara de Neubauer .
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- Esperar 10 min y contar las célutas de los cuadros grandes de las esquinas del cuadriculado de

la cdmara. Multiplique el resultado por 50,

i) CUENTA DIFERENCIAL DE MEDULA OSEA.

TECNICA.

-Preparacién de! extendido de médula ésea.- Se debe hacer inmediatamente o bien después de
agregar heparina, oxalacetato o la sal sédica o dipotasica de EDTA a la médula aspirada.

-Se procede de la misma forma que para la de sangre. Las unidades de médula pueden
identificarse y pasarse a una taminilla para frotis mediante el uso de un tubo capilar

-Tincion.- Si no es posible hacer la tincién inmediatamente, fijar el frotis con unas cuantas gotas
de metanol. Colocar la laminilia sobre una gradilla, cubriéndola después con 8 & 10 gotas de
colorante de Wright, Escurrir el colorante, agregar 20 gotas de colorante de Giemsa diluido {una
gota de colorante de Giemsa por 15 gotas de agua amortiguada a un pH de 6.4} y dejar actuar
durante 15 minutos.

-Los frotis de médula d6sea se pueden tefiir con Giemsa de 5 a 15 minutos, de acuerdo con las
necesidades del trabajo.

- Para la identificacion microscopica se observan los frotis con el objetivo 100 X.

k) PROCESAMIENTO HISTOLOGICO DE ORGANOS O TEJIDOS.
Fijacion.

- Reactivos
- Solucidn fijadora de Bouin;

-Acido picrico 1.2% p/v en agua desionizada 75 mi
- Formol concentrado 25 m!
-Acido acético glacial concentrado 5mi

- Colocar la muestra en un volumen 20 veces mayor de solucién fijadora de Bouin durante 7

dias.

Deshidratacion, aclaramiento, inclusion.

Reaclivos.

- Etanol 80% 250 ml
- Etanol 96% 250 mi
- Etanol absoluto (100%) 250 ml
- Etanol-Xileno (50%v/v) 250 ml
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- Xileno absoluto 250 ml

- Parafina (punto ebullicién 60 °C) 500 ml
- Parfina-cera de abeja (50% p/p) 500 mi
TECNICA.

- Retirar del tejido de interés el exceso de solucién fijadora.

- Colocar el tejido durante 30 minutos en etanol al 80% (2veces)

- Retirar el etanol al 80%

- Colocar el tejido durante30 minutos en etanol al 96% {3 veces)

- Retiral e! etanol al 96%

- Colocar el tejido durante 30 minutosen etanol absoluto {2 veces)

- Retirar el etanol abseluto

- Colocar el tejido durante 30 minutos en [a solucién de etanol-xileno
- Retirar la solucién etanal-xileno

- Colocar el tejido en xileno absoluto durante 30 minutos (2 veces)

- Retiral el xileno absoluto

- Colocar el tejido durante 60 minutosen Parafina a 60 °C(2 veces)
- Retirar la parafina a 60 °C

- Incluir el tejido en parafina-cera de abeja ( 60 °C )

- Dejar solidificar los blogques de inciusion de parafina-cera de abeja

- Una vez solidificados los blogues de inclusién, se procede a realizar los cortes con ayuda de un

microtomo, el espesor del corte (6 um) depende de las necesidades de la técnica por realizar.

-Fijar los cortes en portaobjetos con gelatina USV para su posterior tincion.

Tincién Hematoxilina-Eosina.

Ractivos:

- Xileno absoluto 500 m!
- Etancl-Xileno (50% viv) 250 ml
- Etanol absoluto 500 ml
- Etanol-Eter (50%v/v) 250 m!
- Etanol 96% 250 m!
- Etanol 80% 250 mi
- Etanol 60% 250 mi
- Agua desionizada 500 mi
- Hematoxilina de Harris 250 ml
- Agua corriente 500 ml

117



- Alcohol acido 250 m|

- Agua destilada 250 ml

- Solucién Scott 250 m|

{Bicarbonato de sodio o potasio 2.75 g, Sulfato de magnesio 20 g, afoerar a 1000 ml con agua
desionizada)

- Eosina 250 ml

TECNICA.
- Realizar un tren de tincién como se indica acontinuacion:

- Colocar los portaobjetos en:

- Xileno | 5 minutos

- Xileno |l 5 minutos

- Etanol-Xileno 3 minutos

- Etanol absolutc | 2 minutos

- Etanol absoluto i 2 minutos

- Etanol-Eter 2 minutos

- Etanol 96% 2 minutos

- Etanol 80% 2 minutos

- Etanol 60% 2 minutos

- Agua desinozada 3 minutos

- Hematoxilina de Harris 5 minutos

- Agua corriente 10 segundos

- Alcohol acido 10 segundos

- Agua destilada 10 segundos

- Solucién Scott 30 segundos

- Agua destilada 1 minuto

- Eosina 2 mnutos

- Etancl 96% 10 segundos (2 veces)
- Etanol absoluto 10 segundos (2 veces)
- Etanol-Xileno 10 segundos

- Xileno absoluto 10 segundos (2 veces)

- Dejar secar las preparaciones
- Montar las preparaciones con ayuda de un cubreobjetos y resina sintética (Entellan)

- Observar por microscopia en campo claro.
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