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RESUMEN

En afios recientes se ha mostrado que la hematopoyesis puede ser regulada por
biomoléculas de origen natural diferentes a las citocinas. En la medicina tradicional
Sechium P. Browne, particularmente Sechium edule es considerada una especie utilizada
como alimento y con multiples beneficios para curar diversas enfermedades, a partir de esta
especia se ha generado un hibrido H387 07® proveniente de la cruza entre grupos varietales.
En el presente trabajo se muestra que la inoculacion los extractos crudos de Sechium edule
grupo varietal nigrum spinosum (vicis®) o el hibrido H387 07®, aumentan el nimero de
c¢lulas hematopoyéticas progenitoras proliferantes en sangre periférica. Los datos indican

® incrementa los progenitores del linaje de macrofagos y

que el extracto de vicis
granulocitos-macrofagos, por otra parte, el extracto del hibrido H387 07® lo hace hacia el
linaje de granulocitos, macréfagos y granulocitos-macrofagos. Por lo anterior en un futuro
cabe la posibilidad de emplear estas alternativas naturales como reguladores y posibles

movilizadores hematopoyéticos en terapias de pacientes mielosuprimidos.




1. INTRODUCCION
Hematopoyesis

1.1 Células hematopoyéticas

A diario se producen células sanguineas maduras a un ritmo de mas de 1 milléon por
segundo en el ser humano adulto, esenciales para llevar a cabo cientos de funciones
relacionadas con mantener la homeostasis dentro del organismo, presentes en el torrente
sanguineo, como los eritrocitos que transportan oxigeno, las plaquetas intervienen en el
proceso de coagulacion sanguinea, mientras que los granulocitos, monocitos y linfocitos
participan en la defensa inmune contra agentes patdogenos (Bellantuono, 2004). A pesar de
que existen diferencias funcionales entre las células de la sangre, las evidencias sugieren
que todas las células sanguineas provienen de un Unico tipo de células, las células
troncales/progenitoras hematopoyéticas (HSC/HPC, por sus siglas en inglés Hematopoietic
Stem/Progenitor Cells), 1o que implica la produccion y diferenciacion de células sanguineas
provenientes de las HSC/HPC, un proceso bioldégico denominado colectivamente como
hematopoyesis (Orkin & Zon, 2008; Mikkola & Orkin, 2006). Este proceso se lle va a cabo
Unicamente en drganos hematopoyéticos (Yin & Li, 2006), se inicia desde la embriogénesis
en el saco vitelino, higado, bazo y continua en la vida adulta en la médula 6sea (Zambrano
et al., 1999). Durante la etapa adulta del individuo y por consecuencia del incremento en el
numero de células adiposas en ciertas regiones de la médula, este fenomeno se limita solo a
la epifisis de los huesos largos (fémur y himero), asi como en los huesos pélivicos,

columna vertebral, craneo y esternon (Hughes et al., 1991; Bellantuono, 2004).




Cascada hematopoyética

Figura 1. Jerarquia de las células hematopoyéticas. LT-HSC's, células troncales reconstituyentes
a largo plazo, ST-HSC's, células troncales reconstituyentes a corto plazo; MPP, progenitores
multipotentes; CMP, progenitores mieloides comunes; CLP progenitores linfoides comunes; MEP,
progenitores megacariocitos-eritrocitos; GMP progenitores granulocitos-macréfagos; MkP,
progenitor de megacariocitos; EP, progenitor de eritrocitos; GP, progenitor de granulocitos, MacP,
progenitor de macréfagos; Pro-B, progenitor de células B; Pro-T, progenitor de células T; Pro-NK,
progenitor de células asesinas naturales. Las poblaciones pluripotentes encerradas en un recuadro
expresan marcadores Lin-, Sca™ y c-kit". Tomado y modificado de Seita & Weissman, 2010.

——
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Las HSC/HPC son células inmaduras, no diferenciadas, con capacidad de auto-renovacion
y comprometimiento hacia la diferenciacion celular acoplado a gran capacidad de
proliferacion. Las HSC/HPC constituyen el 0.005-0.01% y se localizan principalmente en
la médula 6sea (MO) (Thomas et al., 1999; Orkin & Zon, 2008; Wintrobe, 2009;
Chotinantakul & Leeanansaksiri, 2012). En su mayoria se encuentran en la fase GO del
ciclo celular y se dividen solo para mantener la homeostasis de la hematopoyesis, ciclan
alrededor de cada 30 dias en condiciones normales en la médula dsea de raton (Cheshier et

al., 1999).

Las HSC/HPC pueden ser identificadas mediante marcadores especificos para cada
poblacion, lo cual es conocido como inmunofenotipo, y puede ser evaluado mediante
microscopia de epifluorescencia o citometria de flujo, debido a que existen
inmunofenotipos especificos para cada tipo y linaje celular, tanto para raton como para
humano (Spangrude et al., 1988; Bellantuono ef al., 2004). Una caracteristica que define a
los progenitores inmaduros es que no expresan ninguno de los marcadores especificos de
los distintos linajes maduros, por lo cual se consideran linaje negativo (Lin’), los
marcadores ¢-Kit" y Sca-1" suponen un paso mas alla en la purificacion de las HSC/HPC
de raton, por mucho la especie en que los distintos progenitores hematopoyéticos estan
mejor caracterizados. Las células Lin", Sca-1"y ¢-Kit" (LSK) indican una mayor troncalidad
en las células de raton. Aun asi, so6lo una de cada 10 células LSK es una HSC/HPC, por lo
que este inmunofenotipo (LSK) es conocido para células troncales/progenitoras

hematopoyéticas (Barquinero Méainez, 2009).

Teniendo en cuenta lo anterior la hematopoyesis puede ser esquematizada de forma que
podamos observar 4 compartimientos principales (Figura 1), el primer compartimiento
pertenece al de las HSC/HPC, las cuales se definen como células inmaduras, no
diferenciadas, que contienen la capacidad de auto-renovacidon, gran potencial de
proliferacion, la capacidad de diferenciacion en células sanguineas especializadas, son
capaces de reconstituir el sistema hematopoyético de un individuo mielosuprimido y
corresponden a menos del 0.01% del total de las células nucleadas de la MO (Orkin & Zon,

2008; Wintrobe, 2009; Chotinantakul & Leeanansaksiri, 2012).




Debido a su potencial de reconstitucion las HSC/HPC se clasifican en 2 tipos, en primer
lugar estan las células troncales hematopoyéticas de largo plazo (LT-HSC por sus siglas en
inglés, Long-Term Hematopoietic Stem Cells), capaces de auto-renovarse indefinidamente
durante toda la vida; y en segundo lugar estdn las células troncales hematopoyéticas de
corto plazo (ST-HSC Short-Term Hematopoietic Stem Cells), que so6lo pueden auto-
renovarse durante un intervalo definido de tiempo, por alrededor de 8-16 semanas
(Weisman, 2000; Orkin & Zon, 2008; Benveniste et al., 2010; Challen et al., 2010;
Montrone et al., 2013), éstas son las que se comprometen para dar origen a los progenitores
multipotentes (MPP, del inglés Multi-potent Progenitor), de los cuales su caracteristica es
perder la auto-renovacion, pero ganan un alto grado de proliferacion y diferenciacion
(Metcalf, 2008). A partir de estos progenitores multipotentes, encontramos mas abajo (en la
cascada hematopoyética), a los progenitores que se comprometen ya sea hacia el linaje
linfoide (CLP, del inglés Commun Lymphoid Progenitor) que daran origen a los linfocitos
B, T y NK (NK, del inglés Natural Killer) (Kondo et al., 2001; Baba et al., 2004) y los que
por otro lado estan los progenitores mieloides comunes (CMP, del inglés Commun Myeloid
Progenitor), de los que se derivan los granulocitos, los monocitos, megacariocitos y los
eritrocitos (Metcalf, 2008). De los CLP y los CMP se originan los precursores y las células
hematopoyéticas maduras del torrente sanguineo. Por ejemplo los CMP pueden dar origen a
las unidades formadoras de colonias (CFU, del inglés Colony Forming Unit) que pueden
ser multipotentes como la CFU de colonias mixtas (CFU-GEMM, del inglés Colony
Forming Unit Granolocyte, Erytroid, Monocyte and Megakaryocyte cells), la cual da origen
a granulocitos, eritrocitos, monocitos y macrofagos; también las CFU’s de colonias bi-
potenciales como la unidad formadora de colonias de eritrocitos y megacariocitos y las
CFU de granulocitos y macrofagos (CFU-eMK, del inglés Colony Forming Unit Erytroid
and Megakaryocyte cells, CFU-GM, del inglés Colony Forming Unit Granulocyte and
Macrophague cells) y finalmente estan las CFU uni-potentes las cuales estan
comprometidas a un solo linaje como lo es la BFU de colonias eritroide (BFU-e, del inglés
Burst Forming Unit erytroid) asi como las CFU-G (CFU-G, del inglés Colony Forming
Unit Granulocyte) y CFU-M (CFU-M, del inglés Colony Forming Unit Macrophague
cells), de las cuales se derivan tanto granulocitos como macrofagos respectivamente

(Yoder, 2004; Seita & Weissman, 2010). En cuanto al origen de las células dendriticas se




ha observado que éstas pueden ser derivadas tanto de los progenitores linfoides comunes
como de los progenitores mieloides (Ardavin et al., 2001; Cella et al, 1997; Seita &
Weissman, 2010) (Figura 1).

1.2 Microambiente hematopoyético

Las HSC/HPC residen en la MO en un ambiente tridimensional altamente organizado
compuesto de una poblacion diversa de células del estroma y una matriz extracelular rica en
fibronectina, colagenos, y diversos proteoglicanos (Kondo et al., 2003; Nervi et al., 2006;
Pusic & DiPersio, 2008). Sin embargo, ademas de las dimensiones microanatomicas y
funcionales del nicho, las funciones fisiologicas de las HSC/HPC son controladas por una
combinacion de mecanismos de regulacion tanto intrinsecas como extrinsecas, mediante
moléculas que les permita su completa y constante regulacion, la combinacion de todos
estos factores le proveen al nicho hematopoyético su caracteristica principal, la cual es
mantener un compartimiento de HSC/HPC en su estado indiferenciado. Sin embargo, la
permanencia de las HSC/HPC en su nicho en la médula d6sea, puede ser modificada por
citocinas y otros compuestos para favorecer el desprendimiento del nicho y entra a
circulacion ~ sanguinea, evento conocido como movilizacion de  células

troncales/progenitoras (Can, 2008).

La regulaciéon de las HSC/HPC es gobernada por dos factores interrelacionados. Los
factores de transcripcidon que regulan la expresion de genes, y las sefiales externas
provenientes del microambiente de la MO, que pueden ser mediadas, por interacciones
célula-célula, matriz extracelular-célula y por factores solubles llamados factores de
crecimiento o citocinas. (Arai et al., 2009). Estos elementos en conjunto proveen un

sistema de soporte estructural y funcional denominado microambiente hematopoyético.

Por su parte las células que constituyen el microambiente hematopoyético son células
estromales como fibroblastos, precursores osteogénicos, adipocitos, macrofagos y células
endoteliales, que en conjunto producen una compleja trama de moléculas de matriz

extracelular, constituidas de: proteoglicanos, heparan, condroitina, dermatan, colageno,




fibronectina, hemonectina, laminina y acido hialurénico (Verfaillie er al, 1994; Klein,
1995) y citocinas que su parte, regulan la fisiologia de las células hematopoyéticas y sus

precursores (Giles et al., 2002; Munker et al., 2007).

1.3 Citocinas

Las decisiones hematopoyéticas y el destino de las HSC/HPC estan reguladas por citocinas,
que son moléculas de naturaleza proteica que actian a través de la union de receptores
especificos de membrana activando una gran variedad de rutas de sefializacion implicadas
en la proliferacion, maduracion, auto-renovacion, muerte celular y movilizacion. Muchos
factores intrinsecos, deciden el destino de las HSC/HPC, sin embargo, existen otras
evidencias que indican el papel de las sefiales extracelulares de las citocinas y sus
receptores. Aunque el papel de las citocinas en la determinacion del destino de las
HSC/HPC atn es controversial, su importancia en la regulacion de la maduracion de los

progenitores hacia un linaje restringido se establece de manera inequivoca- (Buza, 2007).

Por su efecto biologico y caracteristicas moleculares de las citocinas se les ha dividido en:
factores de crecimiento, factores estimuladores de colonias (CSF), interferones,
interleucinas (IL) y quimiocinas (Zhang & Lodish, 2008; Sarrazin & Sieweke, 2011). Estas
moléculas presentan retro-regulaciones entre si y por lo general actian en conjunto con
otras citocinas, las cuales pueden ser producidas por la misma célula o células vecinas
(Sachs, 1996). Las citocinas pueden ser expresadas en la membrana de las células o
encontrarse solubles en el medio extracelular, pueden ser producidas por una gran variedad
de células en diversos lugares del organismo, ya sea de forma constitutiva o después de la
estimulacion celular, son muy especificas y actiian a baja concentracion, estos moduladores
gjercen su actividad de manera paracrina, enddcrina o autdcrina. Ademas de estar
implicadas en la hematopoyesis, son las responsables de procesos que incluyen el
reclutamiento y activacion celular, modulacion de la respuesta inmune, la inflamacion,
regulacion tisular, angiogénesis y la expresion de moléculas de adhesion entre otros, actian
sobre la célula diana gracias a su afinidad por los receptores de membrana ejerciendo

accion local, sin embargo las de mayor importancia actian a nivel sistémico con efectos




pleiotropicos (Hao et al., 1996; Carson & Vignali, 1999; Martins et al., 2002; Borish &
Steinke, 2003).

Para que las citocinas puedan ejercer sus efectos deben unirse a receptores especificos -
sobre células blanco, la formacion del complejo receptor-ligando trae como consecuencia el
desencadenamiento de sefales intracelulares a través de la activacion de tirosinas cinasas,
dando como resultado final la activacion celular y una determinada respuesta bioldgica

(Ihle & Kerr, 1995).

El establecimiento de cultivos in vitro de tejido hematopoyético, de células a largo plazo
han permitido demostrar, que la hematopoyesis se sostiene debido a que las células del
estroma secretan diversas citocinas tal es el caso de las interleucinas: |1a, IL-1p, IL-2, IL-7,
IL-10, IL-13, entre otras; asi mismo secretan diferentes factores estimuladores de colonias,
los cuales han sido estudiados durante los ultimos 30 afios y contribuyen esencialmente al
desarrollo de los 8 linajes celulares hematopoyéticos (Laiosa et al., 2006; Metcalf, 2008).
Para la mayoria de los linajes hematopoyéticos, se han identificado una gran cantidad de
citocinas que ayudan a su regulacion , tal es el caso de la trombopoyetina (Tpo) para las
plaquetas, eritropoyetinas (Epo) para las células eritroides, IL-15 para las células asesinas
naturales (Nk), IL-7 para células B y T, y el CSF de granulocitos (G-CSF) para los
granulocitos, estas citocinas juegan un papel importante en las células progenitoras de
linaje comprometido, mientras que para las HSC/HPC las citocinas relacionadas incluyen a
la IL-6, IL-3, IL-11, el ligando tirosina cinasa 3 (FLT3), el factor de células troncales (SCF)
y la Tpo, las cuales promueven la proliferacion y la auto-renovacion (Buza, 2007; Zhang &
Lodish, 2008). Estos factores tienen un amplio efecto en la funcion bioldgica de varios
tejidos y células, entre los efectos mas importantes de estos estimuladores celulares se
relacionan interviniendo en la supervivencia, proliferacion, diferenciacion de las células asi
mismo modulan también funciones celulares como la quimiotaxis, degranulacion,
activacion, adhesion, citotoxicidad, cambios fenotipicos y la expresion de mRNA de estas

poblaciones celulares (Metcalf, 2008).




1.4 Nicho hematopoyético

El concepto de nicho surge en el campo de la ecologia, acunado por Joseph Grinell, un
naturalista que en 1917 utiliz6 el término para describir la suma de los requerimientos del
habitat o ambiente que le permite a una especie persistir y reproducirse (Flores, 2011).
Anos después, fue adaptado al campo de las células troncales (Schofiel, 1977). Se piensa
que las HSC/HPC se establecen dentro de nichos, sitios especificos dentro de la médula
6sea con microambientes especializados, creado por células estromales, adipocitos y
osteoblastos principalmente, que producen citocinas y que ademas proveen sefiales para su
sobrevivencia, auto-renovacion, migracion, quiescencia y diferenciacion (Yin & Li, 2006;
Ugarte & Forsberg, 2013). Un modelo sugiere la existencia de tres nichos. Estructuralmente
este ambiente tridimensional se puede dividir en el componente de las células
hematopoyéticas y el componente mesenquimal también denominado nicho osteoblastico

(Forgacova & Necas, 2013).

e Componente hematopoyético, compuesto por HSC, HPC de linaje linfoide,
mieloide y sus derivados (Can, 2008), a su vez se compone de macréfagos
estromales, estas células llevan a cabo diferentes e importantes funciones, regulando
la hematopoyesis mediante interacciones célula-célula, y por medio de la secrecion
de citocinas estimuladoras de la hematopoyesis tal como el CSF de macrofagos (M-
CSF), de granulocitos-macrofagos (GM-CSF) y diversas IL, regulan funciones de

los osteoblastos y las células troncales mesenquimales (Ugarte & Forsberg, 2013).

e Componente mesenquimal: compuesto de tres diversos tipos de células, los cuales

tendran un papel fundamental en la regulacion de la hematopoyesis:

- Fibroblastos estromales: son células que expresan una gran variedad de
moléculas de la MEC como vimentina, fibronectina, colageno tipo I, III y
IV, que a su vez secretan citocinas como la IL-1, IL-6, IL-7, IL-8, IL-11, M-
CSF, G-CSF, GM-CSF,SCF y el interferon-beta. Estas moléculas actian

sobre receptores especificos en las células hematopoyéticas, iniciando




cascadas de sefializacion que modulan la expresion de genes reguladores de
proliferacion, sobrevida, diferenciacion, adhesion y secrecion de citocinas
(Nervi et al., 20006).

- Osteoblastos: Son células capaces de regular la hematopoyesis de manera
positiva o negativa, asi como la produccion de citocinas como la
angiopoyetina (Ang-1), la Tpo y el factor derivado del estroma (SDF-1) que
le permiten hacer homing a las células hematopoyéticas,. Estudios
funcionales indican que la presencia de la Ang-1 y la Tpo mantienen la
quiescencia de las HSC/HPC, mientras que el SDF-1 regula la migraciéon y la
localizacion de las HSC/HPC en la MO (Kiel & Morrison, 2008; Iwasaki &
Suda, 2010; Matsumo et al., 2011).

- Adipocitos: son una poblacion celular enriquecida en la MO, aun no se
entiende el papel fundamental en la hematopoyesis, pero se piensa que
pueden desempefiar un papel inhibitorio, sin embargo, la secrecion de
adiponectina funciona como un regulador positivo de las HSC (Naveiras et

al., 2009 Matsumo et al., 2011; Ugarte & Forsberg, 2013).

La estructura vascular de la médula 6sea provee una barrera entre el compartimiento
hematopoyético y la circulacion periférica, ademas que cuenta con una gran cantidad de
oxigeno en comparacion al nicho osteoblastico, siendo asi, se sugiere que en el nicho
vascular reanudan el ciclo celular saliendo de GO para poder proliferar, diferenciarse, y
restaurar las células hematopoyéticas del organismo, una vez cumplida esta funcion
regresan al nicho osteoblastico, siendo asi, la clave para la homeostasis de la hematopoyesis

(Kopp et al., 2005; Iwasaki & Suda, 2010; Johns & Christopher, 2012).




1.5 Movilizacion de células troncales y progenitoras hematopoyéticas

Bajo el estado de equilibrio, las HSC/HPC se encuentran en la médula ésea y circulan en la
sangre periférica en cantidades minimas (0.01-0.05%), aunque su niimero en circulacion
puede ser significativamente incrementado en respuesta a diferentes sefiales especializadas,
incluyendo citocinas, hormonas, factores de crecimiento y sefiales de estrés (Pusic &
DiPersio, 2008; Greenbaum & Link, 2011; Suarez et al., 2012), el reclutamiento desde la
médula dsea a sangre periférica (SP) después de un tratamiento con citocinas se le conoce

como movilizacion (Lemoli & D Addio, 2008; Lapidot & Kollet, 2005).

De manera importante la interrupcion de las interacciones entre moléculas de adhesion y
sus ligandos de citocinas es la base para la movilizacion de HSC/HPC, por esta razon el
conocimiento de las HSC/HPC en interaccion con su microambiente y las moléculas de
adhesion con las que interacta para poder mantenerse ancladas a ¢l, ha sido clave para las
estrategias de movilizacion, por lo cual es importante mencionar que la interaccion entre el
CXCR4 y el ligando SDF-1 es el mas estudiado, varios reportes han mostrado que la
degradacion y la inactivacion dentro de la MO de esta interaccidon por enzimas proteoliticas
tales como la elastasa, catepsina G, y diversas metaloproteasas son esenciales para la
movilizacion (Petit ef al., 2002; Nervi et al ., 2006; Cashen et al., 2007; Motabi & Dipersio,
2012; Boing & Papayannopoulou, 2013).

Por otro lado, un requisito previo para la funcion adecuada de las HSC/HPC es la capacidad
de viajar a través del torrente sanguineo y encontrar los nichos especializados en la médula
Osea u otros o6rganos hematopoyéticos como el bazo, en un proceso denominado homing.

El homing constituye una serie de etapas multiples que comprenden: reconocimiento e
interaccion con el endotelio microvascular, transmigracion a través del endotelio vascular,
y finalmente, la migracion y la invasion del tejido blanco, proceso similar al de la
movilizacion, que involucra una interaccion compleja entre citocinas, quimiocinas,
moléculas de adhesion, y proteasas que degradan la matriz extracelular (Shirvaikar et al.,

2012; Suarez et al., 2012).
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1.6 Movilizacion inducida

Se reconoce ampliamente la importancia clinica que representa dentro del contexto
biomédico la movilizacién de las HSC/HPC, pero la relevancia estd inmersa a partir de las
pistas que puede proporcionar sobre como las HSC conservan su estado natural dentro del
nicho hematopoyético (Boing & Papayannopoulou, 2013). La movilizacion de las
HSC/HPC ha sido inducida clinicamente en humanos o experimentalmente en ratones para
trasplantes clinicos (Nervi et al., 2006). Un gran numero de factores de crecimiento
hematopoyéticos y ciertas quimiocinas pueden inducir movilizaciéon de HSC, sin embargo,
las Unicas citocinas aprobadas por la FDA (Food and drug administration) son el: G-CSF
(Filgastrim®) y el GM-CSF (Sargamostrim®) (Pusic & Dipersio, 2008) y recientemente la
molécula AMD3100 en 2009 (Pusic & Dipersio, 2010).

El G-CSF moviliza mas HSC/HPC que el GM-CSF, y su combinacion con otros agentes no
aumenta significativamente la movilizacion de células progenitoras hematopoyéticas,
ademas de los efectos secundarios son generados en menor grado. A pesar de existir otros
agentes movilizadores, el G-CSF es el agente predominante utilizado en clinica (Awan et
al., 2012), pues el objetivo de la movilizacion es obtener al menos 2X10° células
CD34"/kg. Sin embargo, existen factores que reducen la movilizacion. No obstante se ha
observado una pobre movilizacion de HSC/HPC en el 25% de los pacientes,
particularmente en aquellos con linfomas, mieloma multiple y leucemia aguda, y en el 10-
20% de individuos sanos (Pelus, 2008; Mohty & Ho, 2011; Shirvaikar et al., 2012), es
necesario considerar que cada paciente es unico y diferente, existen determinados factores
que pueden reducir las posibilidades de obtener una cantidad suficiente de células, factores
como una edad avanzada, haber sido tratado previamente con radio o quimioterapia podrian
tener un impacto importante en la movilizaciéon, a este evento se le conoce como
movilizacion escasa y a los movilizadores se les considera como movilizadores poco
favorables (Mohty & Ho, 2011; Lemoli, 2012). Por lo anterior, ain continua la busqueda de
nuevos agentes movilizadores que puedan funcionar en aquellos individuos donde el G-
CSF inicialmente falla. Desde 1990 el protocolo comunmente usado para inducir la

movilizacion era el G-CSF solo o en compania de agentes quimioterapéuticos tales como la
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ciclofosfamida o la doxorrubicina, entre otras varias, y mostraba grandes resultados (To et
al., 2011), al igual que el G-CSF muchas otras citocinas tales como el GM-CSF, IL-3, IL-7,
IL-12, SCF, el ligando Flt-3 y quimiocinas como la IL-8 son capaces de inducir la
movilizacion de HSC/HPC a SP de forma experimental o en clinica (Greinix & Worel,
2009), sin embargo con la finalidad de alcanzar un 100% en los caso de movilizacion, hoy
en dia se investigan una gran gama de agentes movilizadores evaluando su cinética y

efectividad de movilizacion.

Las HSC/HPC movilizadas tienen como finalidad ser utilizadas para el trasplante autélogo
o alogénico en pacientes que han sufrido un régimen mieloablativo, por lo cual, la
investigacion de muchos agentes solo o en combinacion con el G-CSF se han utilizado para
tratar de mejorar la movilizacion, no s6lo para aumentar el rendimiento de las HSC/HPC,
sino también con el objetivo de mejorar la calidad del injerto y los resultados del trasplante.

(Pelus, 2008; Bakanay & Demirer, 2012).

1.7 Las plantas como fuentes de principios activos

La Organizacion Mundial de Salud (OMS) define de la siguiente manera a la medicina
tradicional: es la suma total del conocimiento, habilidades, y practicas basadas en la teorias,
la creencia, y las experiencias indigenas en diversas culturas, sean susceptibles de
explicacion o no, utilizandolos en el mantenimiento de la salud asi como la prevencion, la
diagnosis, la mejora o el tratamiento de la enfermedad fisica y mental, practicas
transmitidas de generacidon en generacion, sea oral o por escrito (Beltran, 1994). Mas del
80% de la poblacion mundial recurre a los tratamientos que ofrece la naturaleza por medio
de los componente activos presentes en la plantas para prevenir o curar un gran namero de

enfermedades (Sumner, 2000).

Cerca del 60% de los medicamentos que se utilizan para el tratamiento del cancer se han
aislado a partir de productos naturales (Gordaliza, 2007) siendo el reino de las plantas la
fuente mas significativa. En México cerca del 90% de la poblacién practica el uso de
plantas como tratamiento empirico para varias enfermedades. Este conocimiento popular se

basa en la eficacia, es decir, tomando lo que sirve, sin embargo, el problema radica en el
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control de la administraciéon de las dosis y la calidad del producto, ya que pueden

propiciarse dafios a la salud (Loraine et al., 2010).

En Meéxico el uso las plantas medicinales se remontan ala época prehispanica en la
mayoria de las culturas y constituyen uno de los principales recursos terapéuticos tanto en
el medio rural como suburbano donde los servicios de atencion médica son escasos,
acentuandose en las poblaciones més alejadas de las cabeceras municipales y de los centros
urbanos. En el pais la medicina tradicional representa la unica alternativa médica para mas
de 40 millones de mexicanos que no tienen acceso a los diferentes centros de salud (Lozoya

& Pérez-Duarte, 1990).

Asi, en afios recientes se ha mostrado que el extracto, jugo, infusiones, entre otros
derivados de plantas, modulan los niveles de citocinas en sobrenadantes de cultivos de
diferentes tipos de células, entre ellas podemos incluir a la Echinacea purpurea (Burguer et
al., 1997), Coriolus versicolor (Ho et al., 2004), Illicium verum (Sung et al., 2012) y

diversas especies de género Sechium (Gonzélez, 2014).
1.8 Género Sechium

Meéxico esta ubicado dentro de los 10 paises megadiversos y ocupa el cuarto lugar en
cuanto a diversidad de plantas (Zamorano de Haro, 2009). Una de las familias botanicas
mas importantes en las culturas mesoamericanas por la diversidad de especies inlcuidas en
la dieta y la medicina (por presentar numerosos metabolitos secundarios con potencial
farmacoldgico) son las cucurbiticeas, esta presenta cerca de 90 géneros y mas de 700
especies distribuidas en regiones calidas, contienen metabolitos secundarios caracteristicos
de la Familia como las cucurbitacinas (Miro, 1995), que son triterpenos oxigenados, que se
pueden encontrar libres o glicosilados, y son reconocidas como principios toxicos de
amplio espectro (Jayaprakasam ef al., 2003). Dentro de esta familia, se encuentra al género

Sechium P. Browne (Ortega et al., 1998), con especies poco estudiadas.

Sechium P. Browne, cominmente conocido como “chayote”, esta constituido por ocho
especies silvestres (S. compositum, S. chinantlense, S. hintonii, S. talamancense, S.
panamense, S. pittieri, S. venosum y S. vilosum), y dos domesticadas (S. edule y S. tacaco)

con distribucion desde México hasta Panama (Cadena et al., 2007;Lira-Saade, 1996).
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Particularmente Sechium edule es una especie endémica de México, donde se encuentra la
mayor variaciéon morfologica, que se distingue principalmente en sus frutos con diferentes
dimensiones, colores, formas, sabores, ausencia, presencia y densidad de espinas. Su
principal uso es como alimento, sin embargo hay reportes que indican que en la medicina
tradicional se emplea en la cauterizacion de ulceras y eliminacion de célculos renales
(Abdelnour et al., 2002). En estudios fitoquimicos han identificado alcaloides no fendlicos,
saponinas, esteroles, triterpenos y ocho flavonoides glicosilados (Salama et al., 1986,
Cadena-Iiiguez, 2005; Monroy-Vazquez et al., 2009; ; Siciliano et al., 2004) y en estudios
farmacoldgicos se reporta un efecto antiproliferativo, cauterizacion de lceras, antioxidante,
antibacterial y hepatoprotector (Cadena-Ifiguez et al., 2013;et al., Diré et al, 2003;
Ordoiiez et al., 2003; Ordoiez et al., 2006; Firdous et al., 2012).

El Grupo Interdisciplinario de Investigacion en Sechium edule (G1SeM) ha caracterizado,
doce grupos varietales para la especie de Sechium edule (Cadena et al., 2007), ocho de los
cuales han demostrado tener actividad antiproliferativa en lineas de células tumorales, esos
grupos varietales son: nigrum xalapensis (nejalpa®), albus levis (maluca®), albus dulcis
(cambray®), albus minor (lucpo®), nigrum levis (bhezco®), virens levis (bernyano®),
nigrum spinosum (vicis®) y Sechium edule grupo varietal amarus silvestris (Cadena-

Ifiguez et al., 2013).

Recientemente GISeM también ha desarrollado hibridacion infraespecifica controlada, y
dentro de los resultados, se ha desarrollado un genotipo hibrido denominado H387 07®
proveniente del cruzamiento de grupos varietales de Sechium edule (bernyano®, Sechium
edule grupo variental amarus silvestris y vicis®) (Cadena-Ifiiguez & Arévalo-Galarza,

2011).
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1.9 Extractos vegetales e induccion a la diferenciacion de HPC

La necesidad de promover la busqueda de nuevos medicamentos de origen vegetal, surge
por el incremento en la frecuencia de padecimientos mortales como el cancer, por ello, los
compuestos fitoquimicos han sido investigados, proporcionando nuevos recursos para la
industria quimioterapéutica (Cordell et al., 1993). En este contexto surge la necesidad de
obtener nuevos principios activos de origen natural que amplien las opciones
farmacolédgicas y que puedan formar parte de medicamentos alternativos, a partir de la

diversidad local (Cadena et al., 2005).

El cancer es la principal causa de muerte a nivel mundial (Brawley, 2016; Siegel et al.,
2016). En el presente, la radioterapia y la quimioterapia son los tratamientos mas
ampliamente utilizados para tratar los diversos tipos de cancer (Barton et al., 2014; Morton
et al., 2013), sin embargo, estas terapias causan un grave desorden llamado mielosupresion,
es decir, lesion hematopoyética, resultando en una disminucion en células de médula 6sea y
células de sangre periférica, que pueden causar varios tipos de alteraciones hematologicas
como anemia, hemorragia, etc., y afectar severamente la accién terapéutica. La
mielosupresion es un factor limitante en el resultado y la recuperacion de los pacientes que
recibieron radioterapia y quimioterapia, por lo tanto, este tratamiento es crucial para
pacientes con cancer (Sermeus et al., 2014; Ding et al, 2014). Hoy en dia, se utilizan en
clinica factores de crecimiento hematopoyéticos, tales como el factor estimulador de
colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), la eritropoyetina (Epo) y la
trombopoyetina (Tpo), que puede ser utilizado para acelerar la recuperacion
hematopoyética durante la terapia contra cancer. Sin embargo, las aplicaciones de estas
alternativas terapéuticas son limitadas por sus altos costos y los efectos adversos
indeseables que provocan, tales como dolor osteomuscular, artralgia y reacciones alérgicas

(Gilmore et al., 1999; Dygai et al., 2012)

El valor medicinal de las plantas estd dado por sus constituyentes quimicos, generalmente
metabolitos secundarios, que producen efectos fisiologicos y que en la naturaleza tienen la
funcion de defensa quimica contra la herbivoria entre otros, los cuales a menudo muestran
una gran complejidad estructural que puede determinar su actividad bioldgica, dichos

compuestos son obtenidos de las plantas por destilacion o extraccion con disolventes
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organicos; representando un enorme recurso cientifico y clinico para el desarrollo de

nuevos farmacos (Rivera, 2011).

Recientemente, la medicina tradicional o etnomedicina ha tenido prometedores resultados
en modelos experimentales en contra de la mielosupresion inducida por la radioterapia y la
quimioterapia debido a su efecto curativo, teniendo pocos efectos secundarios y un precio
accesible (Hsu et al., 1996; Chen et al., 2009; Hou & Zhou, 2009; Qi et al., 2010; Chan et
al., 2011). La aplicacion de la medicina tradicional sobre las alteraciones en la
hematopoyésis tiene el objetivo de contrarrestar los efectos generados por la radioterapia y
la quimioterapia reflejado en la disminucion en células de la médula 6sea y de sangre
periférica debido al deterioro de todas las células del organismo, pero en particular a los
linajes de la sangre. Por lo tanto, el principio para el tratamiento de la mielosupresion es
restaurar esta condicion por medio de la generacion de nuevas células en la sangre (Cao et

al., 2000; Lv et al., 2005).

Estudios in vitro sugieren que a partir de estimular HPC con extractos de origen vegetal,
promueven su diferenciacion a hacia diferentes linajes hematopoyéticos (Hisha et al, 1997),
incluso se han utilizados extractos vegetales en modelos de radio proteccion, donde se ha
logrado ver antes y después de la irradiacion letal sobre ratones, una recuperacion de los
distintos linajes hematopoyéticos, pues estos extractos promueven incluso la restauracion

de la hematopoyesis (Liu et al., 2014).

Con base en la medicina tradicional, se han llevado a cabo estudios experimentales en
modelos de raton, donde se ven potenciales efectos en la recuperacion de ratones a los que
se les ha inducido cancer, y que posteriormente han sido mielosuprimidos como parte de las
estrategias que se le darian a un paciente con esta enfermedad, donde estos extractos
vegetales potencian el ciclo celular en células de la médula 6sea, e inhibiendo el ciclo
celular de las células cancerosas (Gu et al., 2013), atribuyendo estos efectos a algunos
metabolitos secundarios presentes en las plantas, tales como triterpenos y saponinas entre

otros mas (Matsuda et al., 1999; Berdin et al., 2000; Verotta et al., 2001.)

La medicina tradicional china no s6lo aumenta el recuento de leucocitos, sino que también

ayuda a los pacientes a mejorar su calidad de vida después de la quimioterapia. Esto apoya
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la capacidad de la medicina tradicional para la mejora de la calidad de vida al estimular la
médula 6sea e inducir hematopoyesis, la mejora de la calidad de vida, en particular a las
células troncales/progenitoras para crecer e iniciar la génesis de la sangre (Tao et al., 2004;

Wang & Wang, 2004; Cheng et al., 2004; Lu et al., 2004).

Los estudios que se han generado a partir de probar estos efectos biologicos positivos de
alternativas de origen vegetal para revertir algunos trastornos hematologicos que
potencialmente podria administrarse a pacientes con cancer cuyo recuento de leucocitos se
ha reducido debido a la quimioterapia; estos efectos biolodgicos positivos aceleran la
produccion de leucocitos y mejora la funcidon de la hematopoyesis medular (Tian et al.,
2015; Huang et al., 2007), sin embargo aun no existen estudios concretos que evidencien el
potencial efecto movilizador de algunas especies de origen vegetal, asi tendrian en un
futuro no muy lejano la posibilidad de abrir la puerta a otras alternativas a nivel mundial

dentro de la etnomedicina, particularmente en México.

® como del

Interesantemente se sabe que el efecto bioldgico que tienen los extractos de vicis
hibrido H387 07® sobre las CMN de MO de raton es selectivo, es decir, en relacion a
células leucémicas de raton reducen la viabilidad, inhibe su proliferacion e induce su
muerte por apoptosis, no asi sobre las CMN de MO de ratones sanos, (Gonzalez, 2014;
Aguiiiiga et al., 2015), ademas de manera interesante, se ha demostrado que la inoculacion
del extracto de vicis® sobre ratones sanos, incrementa de manera significativa, el nimero de
globulos blancos en sangre y el nimero de células en division (indice mitdtico) en la
médula 6sea de ratones normales y aumenta el nivel de la concentracion de GM-CSF en
médula 6sea, G-CSF y M-CSF en el suero de ratones, citocinas involucradas en la
estimulacion de la hematopoyesis, lo que sugiere, estimula la génesis de los distintos linajes

de la sangre, (Gomez, 2013; Gonzalez, 2014), citocinas reportadas como agentes

movilizadores de células progenitoras hematopoyéticas (Pusic & DiPersio, 2008).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha demostrado que la inoculacién de diferentes extractos crudos de Sechium P. Browne
inducen un incremento de G-CSF y M-CSF en el suero de ratones tratados, ambos
reportados como promotores de movilizaciéon de células progenitoras hematopoyéticas a
sangre periférica, sin embargo, se desconoce si los extractos efectivamente inducen

movilizacion de células troncales/progenitoras hematopoyéticas.
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3. JUSTIFICACION

La movilizacién de células troncales hematopoyéticas a sangre periférica es inducida por un
gran numero de citocinas, quimiocinas y algunos quimioterapéuticos, sin embargo, los
agentes movilizadores poseen ventajas y desventajas. El objetivo de la movilizacion es
obtener al menos 2x10° células CD34%/kg de peso del receptor, pero existen factores que
reducen la movilizacion, como la edad, la radioterapia, ciertas enfermedades entre otros
(Pelus, 2008), por la misma razén se necesitan estrategias novedosas para aumentar el
rendimiento de células troncales (Bakanay & Demirer, 2012). En este contexto surge la
necesidad de obtener nuevas opciones farmacologicas de origen natural (Cadena et al.,
2005), que puedan generar estrategias alternativas terapéuticas para la movilizacion de
células progenitoras hematopoyéticas. Si se logra demostrar que los extractos de Sechium P.
Browne tienen efecto movilizador de células progenitoras hematopoyéticas, estos podrian
ser utilizados como una alternativa terapéutica ampliando las posibilidades para nuevos

agentes movilizadores.
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4. HIPOTESIS

Si la inoculacion de extractos crudos de especies del género Sechium P. Browne en ratones
aumenta las concentraciones en suero de G-CSF y M-CSF, reconocidos agentes
movilizadores, entonces se espera que induzca la movilizacion de células progenitoras

hematopoyéticas a sangre periférica.
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5. OBJETIVOS

General:
e FEvaluar los efectos de los extractos de Sechium P. Browne en la movilizacion de
células progenitoras hematopoyéticas.

Particulares:

e Evaluar el efecto de los extractos de Sechium: vicis® y H387 07® sobre el
incremento de células mononucleadas a sangre periférica.

e Comparar y evaluar el efecto movilizador de células progenitoras hematopoyéticas a

sangre periférica de los extractos de Sechium: vicis® y H387 07® mediante el ensayo
de unidades formadoras de colonias (CFU).
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6. METODO

6.1 Preparacion del extracto

Se colectaron frutos de Sechium edule grupo varietal nigrum spinosum (vicis®) y H387 07®
en madurez horticola (Cadena-Ifiguez et al., 2013;et al., Diré et al., 2003; Ordofiez et al.,
2003; Ordofiez et al., 2006; Firdous ef al.,2012), en el Banco Nacional de Germoplasma de
Sechium edule (BANGESe), Centro Regional Universitario Oriente de la Universidad
Autonoma Chapingo (GiSeM-CRUO-UACh) y Grupo Interdisciplinario de Investigacion
en Sechium edule en México. Los frutos se cortaron en trozos pequeios, se secaron a 40 °C
con circulacion de aire y se maceraron para estandarizar el tamafio de la particula. La
muestra incluyd epidermis, espinas y semillas. Se emple6 1 kg de estos frutos procesados
realizando una extraccion solido-liquido con metanol hasta agotar la muestra, colectando el
extracto arrastrado por el disolvente en un matraz seguido de una evaporizacion a presion
reducida hasta concentrar el extracto (Cadena-Iiiguez, 2005). Los extractos fueron pesados
y disueltos en solucion amortiguadora de fosfatos (PBS), para finalmente ser esterilizados

por luz UV.
6.2 Manejo de animales

Los procedimientos que involucraron animales se llevaron a cabo bajo la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 de especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y
uso de los animales de laboratorio. Ratones machos de la cepa CD-1 de 2 a 3 meses de
edad, fueron separados en grupos una semana antes del ensayo, obtenidos en el bioterio de
la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, se mantuvieron con un ciclo de luz y
oscuridad de 12 horas, temperatura promedio 22°C, alimento y agua en condiciones ad

libitum.
6.3 Tratamiento

Los ratones utilizados en este trabajo fueron divididos en 7 grupos y fueron inoculados via
intraperitoneal (IP) cada 48 horas por 6 dias; 1) ratones sanos sin tratamiento, 2) ratones
recibieron 1 mL de solucion amortiguadora de fosfatos (PBS como vehiculo), 3) ratones
recibieron 1 mL de Caseinato de sodio (CasNa) (Spectrum, New Brunswick, NJ) (0.1 g/mL

en PBS) como movilizador de HPC (Santiago ef al., 2015), 4) ratones recibieron 1 mL de
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PBS con una dosis de Ara-c (citarabina) para inducir citotoxicidad (Drenberg et al., 2016)
sobre las CMN de MO y SP, a una concentracion de 3 mg/kg de peso de ratén, 5) los

siguientes grupos recibieron las siguientes dosis de los extractos por separado:

H387 07®: vicis®:
e 8mgkg e 400 mg/kg
e 125 mg/kg e 800 mg/kg
e 250 mg/kg e 1600 mg/kg

6.4 Obtencion de CMN de SP y MO

De forma breve, 24 horas después de la ultima inyeccion de todos los tratamientos, los
animales fueron anestesiados con pentobarbital sodico (PiSA Agropecuaria, Tula, Hgo), se
obtuvo la sangre del plexo axilar, posteriormente se aislaron las células de sangre periférica
mediante un método de gradiente de densidad empleando ficoll (6= 1.077 g/ml) (Sigma-
Aldrich, St Louis, Mo), una vez obtenidas estas células mononucleadas, inmediatamente

fueron sacrificados por dislocacion cervical y se obtuvieron fémures, bazos y timos.

Los fémures fueron perforados en ambas epifisis, con una jeringa de 10 mL, se hizo fluir
medio IMDM suplementado con SFB al 3% para extraer las células totales de la médula
Osea, la suspension celular fue centrifugada para obtener el boton celular. Este fue
resuspendido en 2 mL de medio IMDM con SFB al 3%. Enseguida se pasaron mediante un
método de gradiente de densidad empleando Ficoll (6= 1.077 g/ml) (Sigma-Aldrich, St
Louis, Mo) centrifugando por 20 minutos a 2000 revolciones por minuto. Al finalizar se
obtuvo un anillo celular que contendrd las células mononucleadas, se extrajeron y se

lavaron dos veces con medio IMDM suplementado con SFB al 3%.
6.5 Evaluacion del nimero celular

Después de obtener las células mononucleadas de sangre periférica y médula dsea, se
evalud el namero celular realizando un conteo en el hemocitometro bajo el microscopio a
10X. Se utiliz6 una prueba de exclusion por azul tripano (Sigma-Aldrich, St Louis, Mo), la
cual consistio en tomar una muestra de células adicionandole colorante en una proporcion

1:1, enseguida se contabilizaron las células vivas y muertas.
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6.6 Ensayo de unidades formadoras de colonias

Para verificar el contenido de células progenitoras hematopoyéticas contenidas en las
cé¢lulas mononucleadas, se realiz6 un ensayo de unidades formadoras de colonias (CFU).
Brevemente, las células mononucleadas de sangre periférica (1.2x10° células) y médula
6sea (8x10* células) de los ratones inoculados como se describi¢ anteriormente, fueron
cultivadas en placas de 24 pozos (Corning, NY, USA) en un medio semisélido (Methocult;
Stem Cell Tecnologies, Vancouver, BC, Canad4) el cual contiene un coctel de factores de
crecimiento, tales como: el factor de células troncales recombinante de ratéon (rmSCF), IL-3
recombinante de ratéon (rmlL-3), IL-6 recombinante humana (rhIL-6) y eritropoyetina
recombinante humana (rhEpo). Los cultivos se mantuvieron a una temperatura de 37°C, 5%
de CO2 y humedad a punto de rocio durante 12 dias para médula 6sea y 14 dias para sangre
periférica, posteriormente se contaron el nimero de colonias y se observo la morfologia de
las colonias en un microscopio invertido a 10X. El criterio considerado para determinar el
linaje de cada una de las colonias serd de acuerdo a lo descrito en el manual “Ensayos para
células formadoras de colonias de raton usando Methocult (Methocult; Stem Cell

Tecnologies, Vancouver, BC, Canada).
6.7 Determinacion del indice esplénico y timico

Antes del sacrificio, los ratones fueron pesados y el valor fue registrado. Después de extraer
el bazo y el timo fueron pesados y se calculd el indice esplénico y timico, como el cociente
del peso del bazo entre el peso del raton y el peso del timo entre el ratén respectivamente

(Nilsson et al., 1994).
6.8 Hemograma

Se evalué en sangre periférica, el conteo de globulos blancos (leucocitos), la cuenta
diferencial de estos glébulos blancos, eritrocitos totales (globulos rojos), concentracion de
Hemoglobina (Hb), Hematocrito (Htc), Volumen corpuscular medio (VCM) vy
concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM) en un equipo automatizado

Micros ABX60®, siguiendo las especificaciones del fabricante ABX.
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6.9 Manejo de datos

En el presente estudio se realizaron al menos tres experimentos por separado. Los datos se
presentaron como la media + la desviacion estandar. Para observar diferencias
significativas entre los promedios obtenidos se emple6 una prueba Tukey (p<0.05)

mediante el paquete estadistico SPSS 20.
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7. RESULTADOS

7.1 La inoculacion de los extractos de Sechium aumenta el numero de células

mononucleadas en sangre periférica de ratones sanos.

Los resultados muestran que el extracto de H387 07®, administrado por via intraperitoneal,
en la concentracion de 125 y 250 mg/kg, muestran un incremento en el numero de células
mononucleadas en sangre periférica (figura 2), mientras que vicis®, lo hace en las
concentraciones de 400, 800 y 1600 mg/kg (figura 3), ambos en relacion al vehiculo. H387
07® aument6 en forma significativa el nimero de células mononucleadas provenientes de
sangre periférica, en forma similar al CasNa, un reconocido promotor del incremento de
células mononucleadas en sangre periférica, en cambio vicis® fue menos potente. Ademas,
Ara-c, un agente anti leucémico, no promueve el aumento de células mononucleadas a

sangre periférica, ya que permanece similar al vehiculo (figuras 2 y 3).

CMN obtenidas de SP

*
*
I *
Control Vehiculo CasNa 8 mg/kg 125 mg/kg 250 mg/kg Ara-c
Tratamiento (H387 07®)

=
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Figura 2. Efecto del extracto de H387 07® aumenta el nimero de CMN en SP. Numero de CMN
obtenidas de SP de ratones no tratados (control) e inoculados con 1 mL de soluciéon amortiguadora
de fosfatos (vehiculo), 1 mL del extracto H387 07® en diferentes concentraciones (8, 125, 250
mg/kg) y Ara-c (3 mg/kg) n=15 por grupo. Promedio y desviacion estandar de 3 experimentos
independientes. *Diferencia significativa respecto al vehiculo prueba de Tukey p<0.05.
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Figura 3. Efecto del extracto de vicis® aumenta el niimero de CMN en SP. Numero de CMN
obtenidas de SP de ratones no tratados (control) e inoculados con 1 mL de solucion amortiguadora
de fosfatos (vehiculo), 1 mL del extracto vicis® en diferentes concentraciones (400, 800, 1600
mg/kg) y Ara-c (3 mg/kg) n=13 por grupo. Promedio y desviacion estandar de 3 experimentos
independientes.*Diferencia significativa respecto al vehiculo prueba de Tukey p<0.05.
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7.2 La inoculacion de los extractos de Sechium aumenta el numero de células

progenitoras en sangre periférica.

Debido a que el tratamiento con los extractos de H387 07® y vicis® incrementa el nimero
de células mononucleadas en sangre periférica de los ratones tratados, se evalud su
potencial para formar colonias de estas células mononucleadas. Los fotografias de los
pozos de cultivo revelan un ctimulos de células (colonias), las cuales se generan por
division celular de una sola célula progenitora hematopoyética (figura 4a, 4b, 5a y 5b),
mismas que aumentan en niimero después del tratamiento con H387 07® o vicis®, tal como
la hace CasNa. La evaluacion de las colonias revela un aumento significativo en el nimero
de colonias totales formadas provenientes de células mononucleadas de sangre periférica
movilizadas en relacién al vehiculo. Para el extracto de H387 07® la concentracion que
generd un mayor nimero de células fue 250 mg/kg (figura 6), mientras que el extracto de
vicis® lo hace en todas sus concentraciones (400, 800 y 1600 mg/kg) (figura 7), comparado
con el CasNa (figuras 6 y 7), agente que se sabe promueve el aumento de progenitoras
formadoras de colonias en sangre periférica. Ara-c no promueve un aumento en la

formacién de colonias ya que tiene el mismo niimero que el vehiculo y el control (figuras 6

y 7).
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Colonia SP Control Colonia SP Vehiculo

Colonia SP CasNa Colonia SP 8 mg/kg

Figura 4a. H387 07® tiene el potencial de formar colonias. Imagen representativa a 10x. Colonias
formadas a partir de CMN de SP de ratones no tratados (control) e inoculados con 1 mL de solucion
amortiguadora de fosfatos (vehiculo), 1 mL del extracto H387 07® en diferentes concentraciones (8,
125, 250 mg/kg) y Ara-c (3 mg/kg).
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Colonia SP 125 mg/kg Colonia SP 250 mg/kg

Colonia SP Ara-c

Figura 4b. H387 07® tiene el potencial de formar colonias. Imagen representativa a 10x.
Colonias formadas a partir de CMN de SP de ratones no tratados (control) e inoculados con 1 mL
de solucion amortiguadora de fosfatos (vehiculo), 1 mL del extracto H387 07® en diferentes
concentraciones (8, 125, 250 mg/kg) y Ara-c (3 mg/kg).
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Colonia SP Control Colonia SP Vehiculo

Colonia SP CasNa Colonia SP 400 mg/kg

Figura 5a. vicis® tiene el potencial de formar colonias. Imagen representativa a 10x. Colonias
formadas a partir de CMN de SP de ratones no tratados (control) e inoculados con 1 mL de
solucion amortiguadora de fosfatos (vehiculo), 1 mL del extracto vicis® en diferentes
concentraciones (400, 800, 1600 mg/kg) y Ara-c (3 mg/kg).
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Colonia SP 800 mg/kg Colonia SP 1600 mg/kg

Colonia SP Ara-c

Figura 5b. vicis® tiene el potencial de formar colonias. Imagen representativa a 10x.
Colonias formadas a partir de CMN de SP de ratones no tratados (control) e inoculados con 1
mL de solucion amortiguadora de fosfatos (vehiculo), 1 mL del extracto vicis® en diferentes
concentraciones (400, 800, 1600 mg/kg) y Ara-c (3 mg/kg).
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Colonias totales formadas provenientes
de CMN de SP
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Tratamiento (H387 07®)
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Figura 6. H387 07® aumenta el nimero de progenitores en sangre periférica. Namero de
unidades formadoras de colonias (CFU) totales por mL obtenidas de CMN de SP ratones no
tratados (control) e inoculados con 1 mL de solucién amortiguadora de fosfatos (vehiculo), 1 mL
del extracto H387 07® en diferentes concentraciones (8, 125, 250 mg/kg) y Ara-c (3 mg/kg) n=15
por grupo. Promedio y desviacion estandar de 3 experimentos independientes. *Diferencia
significativa respecto al vehiculo prueba de Tukey p<0.05.
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Colonias totales formadas provenientes
de CMN de SP

50
45

*
* * *
40
35
30
25
2
1
1

Control Vehiculo CasNa 400 mg/kg 800 mg/kg 1600 Ara-c
mg/kg

CFU/mL SP
oo 01 o

o

Tratamiento (vicis®)

Figura 7. vicis® aumenta el nimero de progenitores en sangre periférica. Numero de unidades
formadoras de colonias (CFU) totales por mL obtenidas de CMN de SP de ratones no tratados
(control) e inoculados con 1 mL de solucién amortiguadora de fosfatos (vehiculo), 1 mL del
extracto vicis® en diferentes concentraciones (400, 800, 1600 mg/kg) y Ara-c (3 mg/kg) n=13 por
grupo. Promedio y desviacion estandar de 3 experimentos independientes. *Diferencia significativa
respecto al vehiculo prueba de Tukey p<0.05.
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Al analizar el linaje celular de las colonias formadas a partir de células mononucleadas
provenientes de sangre periférica de ratones tratados H387 07, éstas presentaron un mayor
numero de colonias del linaje de macrofagos en la concentracion de 250 mg/kg, del linaje
granulocito-macréfago (GM) en las concentraciones de 8, 125 y 250 mg/kg, teniendo
diferencias significativas con respecto al vehiculo. Como se tenia reportado el CasNa tuvo
un incremento hacia el linaje de granulocitos, en ningun tratamiento se encontraron
colonias de linaje eritroide. Ara-c no tuvo incremento en ningin linaje, incluso se

mantuvieron por debajo de los niveles del vehiculo (figura 8).

Numero de colonias por linaje obtenidas
de CMN de SP (H387 079)

30 = Control
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u8 mg/kg
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Figura 8. H387 07® aumenta el namero de progenitores de diferentes linajes hematopoyéticos
en sangre periférica. Linaje y nimero de unidades formadoras de colonias (CFU) obtenidas de
CMN de SP por mL ratones no tratados (control) e inoculados con 1 mL de solucién amortiguadora
de fosfatos (vehiculo), 1 mL del extracto H387 07® en diferentes concentraciones (8, 125, 250
mg/kg) y Ara-c (3 mg/kg) n=15 por grupo. Promedio y desviacion estandar de 3 experimentos
independientes. *Diferencia significativa respecto al vehiculo prueba de Tukey p<0.05.
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Al analizar el linaje celular de las colonias formadas de las células mononucleadas
provenientes de sangre periférica de ratones tratados con el extracto de vicis®, éstas
presentaron un mayor numero de colonias de granulocitos, macréfagos, granulocitos-
macrofagos (GM) y colonias mixtas, destacando una diferencia significativa en todas las
concentraciones (400, 800 y 1600 mg/kg) con respecto al vehiculo, de la misma forma
CasNa tuvo un incremento hacia el linaje de granulocitos, macréfagos y granulocitos-
macrofagos. Ara-c no tuvo incremento en ningun linaje, incluso se mantuvieron por debajo

del vehiculo (figura 9).

Numero de colonias por linaje obtenidas
de CMN de SP (vicis®)
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Figura 9. vicis® aumenta el nimero de progenitores de diferentes linajes hematopoyéticos en
sangre periférica. Linaje y numero de unidades formadoras de colonias (CFU) obtenidas de CMN
de SP por mL de ratones no tratados (control) e inoculados con 1 mL de soluciéon amortiguadora de
fosfatos (vehiculo), 1 mL del extracto vicis® en diferentes concentraciones (400, 800, 1600 mg/kg)
y Ara-c (3 mg/kg) n=13 por grupo. Promedio y desviacion estandar de 3 experimentos
independientes. *Diferencia significativa respecto al vehiculo prueba de Tukey p<0.05.
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7.3 La inoculacion de los extractos de Sechium no alteran el nuimero de células

mononucleadas en la médula dsea de ratones sanos.

Los resultados mostraron que los extractos de H387 07® o vicis® no aumentaron
significativamente el nimero de células mononucleadas en comparacion al control, sin
embargo, se vio una disminucion de las células mononucleadas obtenidas de médula 6sea
en el grupo de Ara-c, como se reporta, éste anti leucémico dana a las células que se generan

en médula 6sea (figuras 10 y 11).
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Figura 10. H387 07® no altera el nimero de CMN en MO. Numero de CMN obtenidas de MO
de ratones no tratados (control) e inoculados con 1 mL de solucion amortiguadora de fosfatos
(vehiculo), 1 mL del extracto H387 07® en diferentes concentraciones (8, 125, 250 mg/kg) y Ara-c
(3 mg/kg) n=15 por grupo. Promedio y desviacion estandar de 3 experimentos independientes.
*Diferencia significativa respecto al vehiculo prueba de Tukey p<0.05.
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CMN obtenidas de MO
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Figura 11. vicis® no altera el naimero de CMN en MO. Numero de CMN obtenidas de MO de
ratones no tratados (control) e inoculados con 1 mL de solucion amortiguadora de fosfatos
(vehiculo), 1 mL del extracto vicis® en diferentes concentraciones (400, 800, 1600 mg/kg) y Ara-c
(3 mg/kg) n=13 por grupo. Promedio y desviacion estandar de 3 experimentos independientes.
*Diferencia significativa respecto al vehiculo prueba de Tukey p<0.05.




Se observd un aumento significativo en el numero de colonias totales formadas
provenientes de células mononucleadas de médula 6sea de ratones tratados con el extracto
de H387 07® a las concentraciones de 8 y 125 mg/kg (figura 12), mientras que vicis®, lo
induce en todas las concentraciones (400, 800 y 1600 mg/kg) (figura 13), ambos en relacién
a vehiculo, y lo hacen de forma similar al CasNa, agente que promueve la formacién de
colonias (figura 13). Ara-c no promueve el aumento en la formacion de colonias, y que se

queda en los niveles del vehiculo (figuras 12 y 13).

Colonias totales formadas provenientes
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Figura 12. H387 07® aumenta el nimero de progenitores en MO. Numero de unidades
formadoras de colonias (CFU) totales por mL obtenidas de CMN de MO ratones no tratados
(control) e inoculados con 1 mL de solucion amortiguadora de fosfatos (vehiculo), 1 mL del
extracto H387 07® en diferentes concentraciones (8, 125, 250 mg/kg) y Ara-c (3 mg/kg) n=15 por
grupo. Promedio y desviacion estandar de 3 experimentos independientes. *Diferencia significativa
respecto al vehiculo prueba de Tukey p<0.05.
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Figura 13. vicis® aumenta el niimero de progenitores en MO. Numero de unidades formadoras
de colonias (CFU) totales por mL obtenidas de CMN de MO ratones no tratados (control) e
inoculados con 1 mL de solucion amortiguadora de fosfatos (vehiculo), 1 mL del extracto vicis® en
diferentes concentraciones (400, 800, 1600 mg/kg) y Ara-c (3 mg/kg) n=13 por grupo. Promedio y
desviacion estandar de 3 experimentos independientes. *Diferencia significativa respecto al
vehiculo prueba de Tukey p<0.05.
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Al analizar el linaje celular de las colonias formadas de las células mononucleadas de
médula 6sea obtenidas de ratones tratados con H387 07®, éstas presentaron un mayor
nimero de colonias del linaje granulocitos en las concentraciones de 8, 125 y 250 mg/kg,
del linaje macrofago a las concentraciones de 8 y 125 mg/kg y del linaje granulocito-
macréfago (GM) a las concentraciones de 8, 125 mg/kg, teniendo diferencias con respecto
al control sin tratamiento. Como se tenia reportado (Santiago et al., 2015) CasNa tuvo un
incremento hacia el linaje de granulocitos, macrofagos y granulocito-macrofago. Ara-c no
tuvo incremento en ningun linaje, incluso se mantuvieron por debajo de los controles sin

tratamiento (figura 14).
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Figura 14. H387 07® promueve el aumento de distintos linajes hematopoyéticos. Linaje y
numero de unidades formadoras de colonias (CFU) obtenidas de CMN de MO por mL de ratones no
tratados (control) e inoculados con 1 mL de solucidon amortiguadora de fosfatos (vehiculo), 1 mL
del extracto H387 07® en diferentes concentraciones (8, 125, 250 mg/kg) y Ara-c (3 mg/kg) n=15
por grupo. Promedio y desviacion estdndar de 3 experimentos independientes. *Diferencia
significativa respecto al vehiculo prueba de Tukey p<0.05.
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Al analizar el linaje celular de las colonias formadas de las células mononucleadas de
médula dsea obtenidas de ratones tratados con vicis®, éstas presentaron un mayor nimero
de colonias del linaje granulocitos en todas las concentraciones (400, 800 y 1600 mg/kg),
del linaje de macrofagos y granulocito-macrofago (GM) a la concentracion de 1600 mg/kg,
teniendo diferencias con respecto al vehiculo. Como se tenia reportado CasNa tuvo un
incremento en todos los linajes hematopoyéticos. Ara-c no tuvo incremento en ninglin

linaje, incluso se mantuvieron por debajo de los niveles del vehiculo (Figura 15).
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Figura 15. vicis® promueve el aumento de distintos linajes hematopoyéticos. Linaje y nimero
de unidades formadoras de colonias (CFU) obtenidas de CMN de MO por mL de ratones no
tratados (control) e inoculados con 1 mL de solucién amortiguadora de fosfatos (vehiculo), 1 mL
del extracto vicis® en diferentes concentraciones (400, 800, 1600 mg/kg) y Ara-c (3 mg/kg) n=13
por grupo. Promedio y desviacion estandar de 3 experimentos independientes. *Diferencia
significativa respecto al vehiculo prueba de Tukey p<0.05.
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7.4 Los extractos de Sechium no afectan los valores hematolégicos en sangre

periférica.

Al realizar el hemograma en sangre periférica de ratones tratados con los extractos de H387
07® y vicis®, no se observaron alteraciones en el conteo de globulos blancos, por lo que no
se ve afectado por ninguno de los extractos de H387 07 o vicis® comparado con el

vehiculo (figuras 16 y 17).
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Figura 16. H387 07® no altera el conteo de globulos blancos. Conteo total de leucocitos en
sangre periférica de ratones no tratados (control) e inoculados con 1 mL de solucion amortiguadora
de fosfatos (vehiculo), 1 mL del extracto H387 07® en diferentes concentraciones (8, 125, 250
mg/kg) y Ara-c (3 mg/kg) n=13 por grupo. Promedio y desviacion estandar de 3 experimentos
independientes. *Diferencia significativa respecto al vehiculo prueba de Tukey p<0.05.
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Figura 17. vicis® no altera el conteo de glébulos blancos. Conteo total de leucocitos en sangre
periférica de ratones no tratados (control) e inoculados con 1 mL de solucion amortiguadora de
fosfatos (vehiculo), 1 mL del extracto vicis® en diferentes concentraciones (400, 800, 1600 mg/kg)
y Ara-c (3 mgkg) n=13 por grupo. Promedio y desviacion estdndar de 3 experimentos
independientes. *Diferencia significativa respecto al vehiculo prueba de Tukey p<0.05.
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En el conteo diferencial de glébulos blancos en sangre periférica de ratones sanos tratados
con los extractos de H387 07® o vicis®, no se ve alterado después de la inoculacion con los

extractos comparado con el vehiculo (figuras 18 y 19).
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Figura 18. H387 07® no altera el conteo diferencial de leucocitos. Conteo diferencial de
leucocitos en sangre periférica de ratones no tratados (control) e inoculados con 1 mL de solucion
amortiguadora de fosfatos (vehiculo), 1 mL del extracto H387 07® en diferentes concentraciones (8,
125, 250 mg/kg) y Ara-c (3 mg/kg) n=15 por grupo. Promedio y desviacion estandar de 3
experimentos independientes. *Diferencia significativa respecto al vehiculo prueba de Tukey
p<0.05.
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Figura 19. vicis® no altera el conteo diferencial de leucocitos Conteo diferencial de leucocitos en
sangre periférica de ratones no tratados (control) e inoculados con 1 mL de solucién amortiguadora
de fosfatos (vehiculo), 1 mL del extracto vicis® en diferentes concentraciones (400, 800, 1600
mg/kg) y Ara-c (3 mg/kg) n=13 por grupo. Promedio y desviacion estandar de 3 experimentos
independientes. *Diferencia significativa respecto al vehiculo prueba de Tukey p<0.05.
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Por otro lado, se encontrd que el conteo de globulos rojos no se ve afectado por el extracto

de H387 07® o vicis® comparado con el vehiculo (figuras 20 y 21).
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Figura 20. H387 07® no altera el conteo de glébulos rojos. Conteo total de eritrocitos de sangre
periférica de ratones no tratados (control) e inoculados con 1 mL de solucién amortiguadora de
fosfatos (vehiculo), 1 mL del extracto H387 07® en diferentes concentraciones (8, 125, 250 mg/kg)
y Ara-c (3 mg/kg) n=15 por grupo. Promedio y desviacion estandar de 3 experimentos
independientes. *Diferencia significativa respecto al vehiculo prueba de Tukey p<0.05.
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Figura 21. vicis® no altera el conteo de glébulos rojos. Conteo total de eritrocitos en sangre
periférica de ratones no tratados (control) e inoculados con 1 mL de soluciéon amortiguadora de
fosfatos (vehiculo), 1 mL del extracto vicis® en diferentes concentraciones (400, 800, 1600 mg/kg)
y Ara-c (3 mg/kg) n=13  por grupo. Promedio y desviacion estdndar de 3 experimentos
independientes. *Diferencia significativa respecto al vehiculo prueba de Tukey p<0.05.




En el tratamiento con H387 07® y vicis®, los parametros eritrocitarios [como hemoglobina
(Hb), Hematocrito (Hct), concentracion de hemoglobina corpuscular media (HCMC),
volumen corpuscular medio (VCM), hemoglobina corpuscular media (HCM), plaquetas
(PTL), volumen plaquetario medio (VPM) y el indice de distribucion eritrocitaria (IDE)],
no fueron alterados por ninguno de los extractos (Tablas 1, 2 para H387 07®, 3 y 4 para

vicis®).

Tabla 1. Parametros hematolégicos de sangre periférica de ratones tratados con el

extracto H387 07°.

H387 07® Hb g/dL Hct % HCMC g/dL VCM mm3
Control 12.21+2.69 30.12+7.11 40.61 £3.78 50.07 £2.43
Vehiculo 11.78 £1.27 30.47 +£4.51 38.53+1.71 50.69 +2.21
CasNa 12.42 +0.66 32.43+£2.45 38.9+2.07 50.38 £4.03
8 mg/kg 12.16 £1.47 31.54+4.15 38.57+2.54 51.23+2.97
125 mg/kg 11.89+1.82 30.13+5.78 39.32+2.19 51.07+1.8
250 mg/kg 12.9+£0.93 34.42 £3.46 38.28 £2.65 51.61+3.15
Ara-c 13.03+2.43 30.55+4.27 38.08 +4.05 51.58+2.87

Hb= Hemoglobina, Hct= Hematocrito, CHMC= Concentracion de hemoglobina corpuscular
media, VCM= Volumen corpuscular medio. Ratones no tratados (control) e inoculados con 1 mL
de solucion amortiguadora de fosfatos (vehiculo), 1 mL del extracto H387 07® en diferentes
concentraciones (8, 125, 250 mg/kg) y Ara-c (3 mg/kg) n=15 por grupo. Promedio y desviacion
estandar de 3 experimentos independientes. *Diferencia significativa respecto al vehiculo prueba de
Tukey p<0.05.

49

——
| —



Tabla 2. Parametros hematologicos de sangre periférica de ratones tratados con el

extracto H387 07°.
H387 07® HCM pg PLAT VPM IDE
Control 20.23+1.59 325.6+140.4 7.31+£1.04 14.99+1.31
Vehiculo 19.56 £1.15 370.6 £198.5 7.48 £ 0.96 15.13+£0.83
CasNa 19.36+1.22 409.5+£119.1 7.08 £0.92 15.60 £ 0.57
8 mg/kg 19.96 £ 0.63 517.4+181.7 7.27+1.14 15.57+1.14
125 mg/kg 20.05+1.16 503.4+141.6 6.84+1.04 15.54 £ 0.95
250 mg/kg 19.4+1.57 574.4+232.9 7.07 £0.84 15.21+£0.47
Ara-C 19.5+1.76 512 +£199.8 7.84 +1.07 15.68 £ 0.90

HCM= Hemoglobina corpuscular media, PLAT= Plaquetas, VPM= Volumen plaquetario
medio, IDE= indice de distribucién eritrocitaria. Ratones no tratados (control) ¢ inoculados con
1 mL de solucion amortiguadora de fosfatos (vehiculo), 1 mL del extracto H387 07® en diferentes
concentraciones (8, 125, 250 mg/kg) y Ara-c (3 mg/kg) n=15 por grupo. Promedio y desviacion
estandar de 3 experimentos independientes. *Diferencia significativa respecto al vehiculo prueba de
Tukey p<0.05.
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Tabla 3. Parametros hematolégicos de sangre periférica de ratones tratados con el

extracto vicis®.

vicis® Hb g/dL Hct % HCMC g/dL VCM mm3
Control 11.25+1.66  30.13+6.02  37.66+2.18  51.16+2.56
Vehiculo 11.62+1.39  29.26+4.59  40.02+2.52  51.12+1.45
CasNa 10.78+2.59  27.15+9.86  42.28+8.95 52.5+5.01
400 mg/kg 11.6 +0.93 30.65+2.77  39.75+2.68  49.62+3.11
800 mg/kg 11.28+1.65  29.28+593  39.02+2.58 51.5+2.67
1600 mg/kg 11.05 +2.02 30.68 +3.8 37.9+2.61 51.75 +3.45
Ara-C 12.77+0.98 34.03+3.6 37.75+1.58  53.62 +2.66

Hb= Hemoglobina, Hct= Hematocrito, CHMC= Concentraciéon de hemoglobina corpuscular
media, VCM= Volumen corpuscular medio. Ratones no tratados (control) e inoculados con 1 mL
de solucion amortiguadora de fosfatos (vehiculo), 1 mL del extracto vicis® en diferentes
concentraciones (400, 800, 1600 mg/kg) y Ara-c (3 mg/kg) n=13 por grupo. Promedio y desviacion
estandar de 3 experimentos independientes. *Diferencia significativa respecto al vehiculo prueba de
Tukey p<0.05.
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Tabla 4. Parametros hematologicos de sangre periférica de ratones tratados con el

extracto vicis®.

vicis® HCM pg PLAT VPM IDE
Control 19.26+1.03  397.1+309.8  7.75+1.05 14.41+0.6
Vehiculo 2041+1.00 258.5+208.7  8.42+1.38 15.76 + 1.27
CasNa 2256+7.21  319.8+260.2 8.3+0.86 14.78 + 1.47
400 mg/kg 19.7+1.22 404242232  7.72+1.32 15.03 +0.94
800 mg/kg 20.1+0.96  439.3+246.2  7.07+0.82 14.83 +1.05
1600 mg/kg 19.56 +0.69  422.1+154.4  833+2.22 14.1+0.77
Ara-C 20.28+0.87 477.7+262.6  7.58+0.75 14.53 +0.32

HCM= Hemoglobina corpuscular media, PLAT= Plaquetas, VPM= Volumen plaquetario
medio, IDE= indice de distribucién eritrocitaria. Ratones no tratados (control) ¢ inoculados con
1 mL de solucion amortiguadora de fosfatos (vehiculo), 1 mL del extracto vicis® en diferentes
concentraciones (400, 800, 1600 mg/kg) y Ara-c (3 mg/kg) n=13 por grupo. Promedio y desviacion
estandar de 3 experimentos independientes. *Diferencia significativa respecto al vehiculo prueba de
Tukey p<0.05.
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7.5 Los extractos de Sechium no causan alteraciones morfométricas en organos como

bazo y timo.

Con la finalidad de evaluar si el extracto de H387 07® o vicis® causan alteraciones en

organos, después del tratamiento, a los ratones se les extrajo bazo y timo, sin observar

alguna alteracién en los indices timico y esplénico, color y forma de los érganos de los

ratones tratados con H387 07® y vicis® en comparacion al vehiculo, sin embargo, como se

tenia reportado el CasNa induce un incremento en indice esplénico (tablas 5 y 6).

Tabla 5. indice esplénico y timico de ratones tratados con H387 07®

H387 07° indice esplénico indice timico
Control 0.0054 £ 0.0008 0.0005 £ .0001
Vehiculo 0.0050 £ 0.0011 0.0005 +.0001
CasNa 0.0075* +0.0012 0.0005 + 0.0001
8 mg/kg 0.0050 £ 0.0005 0.0004 + 0.0001
125 mg/kg 0.0050 0.0007 0.0004 + 0.0002
250 mg/kg 0.0057 £0.0013 0.0004 + 0.00009
Ara-C 0.0056 £ 0.0005 0.0004 + 0.0001

indices de ratones no tratados (control) e inoculados con 1 mL de solucién amortiguadora de
fosfatos (vehiculo), 1 mL del extracto H387 07® en diferentes concentraciones (8, 125, 250 mg/kg)
y Ara-c (3 mg/kg) n=15 por grupo. Promedio y desviacion estandar de 3 experimentos
independientes. *Diferencia significativa respecto al vehiculo prueba de Tukey p<0.05.
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Tabla 6. Indice esplénico y timico de ratones tratados con vicis®

vicis®

indice esplénico

indice timico

Control
Vehiculo
CasNa
400 mg/kg
800 mg/kg
1600 mg/kg

Ara-C

0.0045 + 0.0009

0.0042 + 0.0007

0.0071* + 0.0005
0.0050 + 0.0007
0.0047 0.0012
0.0046 + 0.0006

0.0040 + 0.0002

0.0003 +.0001

0.0003 + .00005

0.0002 + 0.00008

0.0002 + 0.00007

0.0003 + 0.00005

0.0003 + 0.0001

0.0003 + 0.00002

indices de ratones no tratados (control) e inoculados con 1 mL de solucién amortiguadora de
fosfatos (vehiculo), 1 mL del extracto vicis® en diferentes concentraciones (400, 800, 1600 mg/kg)
y Ara-c (3 mg/kg) n=13 por grupo. Promedio y desviacion estandar de 3 experimentos

independientes. *Diferencia significativa respecto al vehiculo prueba de Tukey p<0.05.
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

El proceso mediante el cual son generadas las células de la sangre, a partir de una HSC, es
conocido como hematopoyesis el cual tiene lugar en la médula 6sea (Yoder, 2004; Seita &
Weissman, 2010), y es sustentada gracias a la existencia del microambiente propicio
constituido por células estromales, quienes se encargan de producir matriz extracelular y
una serie de moléculas llamadas citocinas, capaces de modular la proliferacion,
diferenciacion, auto renovacion y muerte de las células hematopoyéticas (Kaushansky,
2006; Buza, 2007; Sarrazin & Sieweke, 2011.). Las HPC, durante el estado de equilibrio se
encuentran en sangre periférica en niimeros muy bajos, sin embargo, bajo condiciones de
estrés, tales como un sangrado, inflamacion y dafio al tejido hematopoyético o después de
un tratamiento con citocinas y/o quimioterapia, las HPC son reclutadas desde la médula
Osea a torrente sanguineo aumentando su nimero en circulacion, un evento conocido como

movilizacion (Lapidot & Kollet, 2010).

Se ha demostrado que otras moléculas diferentes a las citocinas son capaces de regular la
hematopoyesis. Biomoléculas de origen natural, con capacidad semejante a las citocinas
como el acido all-transretinoico (ATRA) (Fenaux et al., 2001, 2007), derivados de las
vitaminas D (Dusso et al., 2005), E (Cherdyntseva et al., 2005) y la caseina (Ramos et al.,
2004, 2008; Santiago et al., 2015), sin embargo en los ultimos afios se ha propuesto que
algunos compuestos de origen vegetal, estudiados desde la vision de la nutraceutica que son

capaces de regular la hematopoyesis de forma positiva promoviendo la proliferacion de las
HPC (Bickford et al., 2006).

El grupo de trabajo del laboratorio de Hematopoyesis y Leucemia de la FES Zaragoza, ha
demostrado que extractos crudos del hibrido H387 07® y vicis® en estudios in vitro, no
solo inhibian la proliferacion de lineas leucémicas mieloides de raton, sino que ademas de
disminuir la viabilidad celular, inducian la formacion de cuerpos apoptoticos, y promovian
la fragmentacion del ADN (Cadena Z., 2013; Aguiniga et al., 2015), ambas evidencias
consideradas como excelencia para la deteccion de apoptosis (Taylor et al., 2008; Iglesias-
Guimarais et al., 2012). Por otro lado, en un modelo experimental in vivo, la administracion
via intraperitoneal del extracto de vicis® no mostrd tener un efecto toxico en 6rganos al no

alterar los indices esplénico, hepatico y timico en ratones sanos, si no por el contrario,
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aument? el indice mitotico de médula dsea teniendo el antecedente que reporta al aumento
en el nimero de CMN en MO indica la activacion de la hematopoyesis in vivo (Donahue,
1986), aumentando los niveles de citocinas como el G-CSF y el M-CSF (conocidas
citocinas movilizadoras) (Awan et al., 2012), proponiendo una posible actividad promotora
de movilizacion de HPC (Gomez, 2013; Gonzéles, 2014). El conjunto de datos reportados
anteriormente por nuestro grupo de trabajo nos llevd a preguntarnos si los extractos del
hibrido H387 07® y vicis® podria estar induciendo la movilizacién de HPC en sangre

periférica.

En el presente trabajo se muestra que los extractos del hibrido H387 07® y vicis®,

inoculados via intraperitoneal a ratones sanos cada 48 horas durante 6 dias aumentan
significativamente el nimero de CMN en SP (Figura 2 y 3). Fendmeno que sugiere un

evento de movilizacion de HPC (Wojakowski et al., 2004).

La administracion en ratones de los extractos del H387 07® y vicis®, nos permitio detectar
incremento del nimero de células progenitoras ya que aument6 el nimero de unidades
formadoras de colonias a diferencia del Ara-c (Figura 6 y 7), un reconocido agente de
citotoxicidad (Drenberg et al., 2016), datos que indica movilizaciéon de HPC (Broxmayer et
al., 2006). Llama la atencion que en la médula 6sea también se encuentren incrementada la
cantidad de HPC para el hibrido H387 07® en las concentraciones de 8 y 125 mg/kg,
mientras que para vicis® lo hace en todas las concentraciones (400, 800 y 1600 mg/kg)
(figuras 12 y 13), un efecto similar se observa en estudios donde se cultivaron las células
obtenidas de MO, a partir de ratones inoculados con extractos de un remedio herbolario
japonés denominado Juzen-taiho-to elaborado a base 10 diferentes especies de plantas
(Hisha et al., 1997). Este incremento de HPC en médula ésea, promovido por H387 07% o
vicis®, tiene relevancia fisiologica ya que estas células participan al menos en la respuesta
inmune innata, por lo que puede ser de utilidad en pacientes inmunocomprometidos, tal
como lo sugiere (Hisha et al., 1997). Hasta donde conocemos, no existen reportes de que el
extracto de una planta, movilice HPC a sangre periférica y ademds las incremente en

médula Osea.
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Los datos obtenidos a partir de estos cultivos de SP revelan que para el hibrido H387 07®
induce a diferenciarse hacia poblaciones de macrofagos y granulocitos-macrofagos,
mientras que para vicis® lo hace hacia el linaje de granulocitos, macréfagos, granulocitos-
macréofagos y colonias mixtas principalmente (figuras 8 y 9), los principales efectores de la
respuesta inmune y la primer linea de defensa contra microorganismos (Burg & Piillinger,
2001; Basset et al., 2003; Manz & Boettcher, 2014). Esta capacidad de inducir la
diferenciacion mieloide correlaciona con la administracion del extracto Tinospora
cordifolia (Singh et al., 2006), estudio indica que este extracto vegetal puede influir en la
diferenciacion mieloide de las células progenitoras de la médula 6sea y el reclutamiento de
macrofagos en respuesta a la administracion de los extractos. El hecho de que el hibrido
H387 07% y vicis®, por un lado, aumenten los progenitores en sangre periférica es un
evento de movilizacion, y por otro lado el amento de progenitores en la médula 6sea indica
la activacion de la hematopoyesis medular, como lo sefala Liles y Taichmann (Liles et al.,

2003; Taichmann, 2005).

La induccion de colonias de granulocito-macréfagos por parte del hibrido H387 07® y
principalmente de granulocitos por parte de vicis, podria ser debido a que los frutos del
hibrido se potencializan, pues se generé a partir de una hibridacion infraespecifica
controlada proveniente del cruzamiento de varios grupos varietales de Sechium edule
(GISeM, 2008, Cadena-Iiiiguez & Arévalo-Galarza, 2011) de esta manera posee las mejores
caracteristicas de su progenitores, presentando una mayor cantidad de metabolitos
secundarios como los flavonoides (Aguiniga, 2013), que son de gran importancia
farmacoldgica ya que se les atribuyen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, anti
alergénicas, antivirales, antimutagénicas y anticancerigenas (Hirano et al., 2001; Ren et al.,
2001: Benito et al., 2002; Sen et al., 2002; Aguifiga et al., 2015). También contienen
cucurbitacinas, moléculas de interés biomédico, ya que se han descrito su actividad
citotoxica en células tumorales a muy bajas concentraciones (Setzer & Setzer, 2003;
Cadena-Iiiguez, 2005). Ademas del contenido de cucurbitacinas, que se encuentra en
mayor proporcion en el hibrido H387 07%, responsable del sabor amargo en sus frutos, ya

®

que vicis® en su estatus de variedad domesticada muestra bajos valores y carece de dicho

sabor (Aguiniga, 2013).
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La movilizacién clinica de HSC/HPC comtinmente se realiza mediante la administracion de
G-CSF. Se ha observado que en la médula d6sea de individuos sanos la poblacion de CMN
se ve aumentada (Martinez et al., 1999); la celularidad en sangre periférica aumenta
considerablemente siendo enriquecida en la poblacion de HPC (Pusic & DiPersio, 2008).
Nosotros también mostramos que la inoculacion del extracto del hibrido H387 07®y vicis®
induce una actividad biologica similar a la obtenida con el G-CSF, ya que aumenta el
numero de CMN vy células troncales/progenitoras hematopoyéticas en sangre periférica
(Tesio et al., 2011), por lo que nuestros extractos podrian tener propiedades como agentes
movilizadores de progenitores y posiblemente de troncales hematopoyéticas, sin efectos
sobre el conteo de globulos blancos (Figuras 16-19) algo que concuerda con su efecto
antiinflamatorio, efecto interesante que se ve reflejado en el aumento de progenitores en SP
pero sin tener un incremento en el nimero de leucocitos, efecto similar al visto con otras
moléculas movilizadoras de HSC/HPC, que bajo ciertos regimenes aumentan el numero de
HSC/HPC sin alterar el conteo de leucocitos (Hoggat et al., 2013) , por otro lado tampoco
alteran el contenido de parametros eritrocitarios como hemoglobina (Hb), Hematocrito
(Hct), concentracion de hemoglobina corpuscular media (HCMC), volumen corpuscular
medio (VCM), hemoglobina corpuscular media (HCM), plaquetas (PTL), volumen
plaquetario medio (VPM) y el indice de distribucion eritrocitaria (IDE) (Figuras 20 y 21,
tablas 1-4 ), tal como lo hace el G-CSF (Mueller et al., 2013).

En la actualidad G-CSF es el movilizador convencional clinico, sin embargo no es efectivo
en todos los pacientes (Tesio et al., 2011; Pelus, 2008), por lo que atn sigue vigente la
necesidad de encontrar nuevos agentes movilizadores. En el presente trabajo mostramos
que los extractos del hibrido H387 07® y vicis® son capaces de aumentar el nimero de
células progenitoras en sangre periférica a mas del doble con respecto al vehiculo, un datos
semejante al cual lo puede hacer un movilizador convencional (Pelus & Fukuda, 2008), sin
embargo para valorar su capacidad de movilizacion seria necesario comparar su efecto con
respecto al G-CSF o AMD3100, asi como su efecto combinado, con el fin de observar
algin tipo de sinergia en la movilizacion. De tener un efecto similar al G-CSF o al
AMD3100 ya sea por separado o en conjunto, los extractos del hibrido H387 07® y vicis®

podrian ser tomados en cuenta como una alternativa en aquellos pacientes que no

responden al G-CSF.
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Atn desconocemos el mecanismo que utilizan los extractos del hibrido H387 07® y vicis®
para regular la activacion de la hematopoyesis medular y el incremento de progenitores
mieloides en torrente sanguineo. Sin embargo se sabe que la inoculacion intraperitoneal en
ratones sanos del extracto de vicis® eleva las concentraciones de factores estimuladores de
colonias (G-CSF y M-CSF) en el suero (Gonzalez, 2014), reconocidos movilizadores de
HPC (Awan et al., 2012). Lo anterior sugiere que estas citocinas podrian ser las
responsables de la probable movilizacion inducida por los extractos del hibrido H387 07®y

®

vicis®, sin embargo aun falta investigar la participacion de otras citocinas movilizadoras y

corroborar mediante inmunofenotipo que tan primitivas son estas células movilizadas.

Finalmente, los extractos del hibrido H387 07® y vicis®, totalmente diferentes a la familia
de las citocinas, podrian abrir una opcion distinta para que en un futuro moléculas de menor
costo, puedan ser empleadas en pacientes que no responden al G-CSF o para obtener
progenitores mieloides hematopoyéticos de sangre periférica, que podrian utilizarse en
trasplantes, para la recuperacion hematopoyética de pacientes que han sido sometidos a

radio o quimioterapia.
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9. CONCLUSIONES

e Los extractos de H387 07% y vicis® aumentan el nimero de células mononucleadas
y

en sangre periférica.
e Bajo nuestras condiciones de trabajo, los extractos de H387 07 y vicis® movilizan

células progenitoras hematopoyéticas funcionales a sangre periférica capaces de

generar un incremento en el nimero de unidades formadoras de colonias.
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10. PERSPECTIVAS

En el presente trabajo se mostrd la capacidad de los extractos de H387 07® y vicis® para
inducir movilizacioén de células progenitoras hematopoyéticas a sangre periférica mediante
el aumento de las unidades formadoras de colonia, por lo cual estos extractos podrian ser
utilizados como alternativas terapéuticas de bajo costo para la movilizaciéon de células
progenitoras hematopoyéticas, sin embargo aun faltan algunos estudios para demostrar todo
el potencial que pueden presentar como movilizadores, por lo cual es recomendable en

trabajos posteriores:

e Identificar mediante el inmunofenotipo “LSK” que tan primitivas son las células

movilizadas a sangre periférica por los extractos H387 07® y vicis®

e Evaluar la diferenciacion hacia los principales linajes hematopoyéticos de las

células hematopoyéticas movilizadas a sangre periférica por los extractos de H387

07% y vicis®
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ANEXOS
Preparacion de reactivos

MEDIO DE CULTIVO IMDM (2L)

REACTIVOS:

Medio de cultivo IMDM GIBCO® 2 sobres
Bicarbonato de sodio 6.048 g
Penicilina-estreptomicina 1 uL/mL
MATERIAL:

Probeta graduada de 2000 mL con tapa de papel aluminio
Parrilla de agitacion

Agitador magnético

Filtro de 0.22 pm con filtro de 500 mL (estéril)

Bomba de vacio

Botellas estériles

PREAPARACION:
1. Colocar el agitador magnético en la probeta.
2. Agregar 1800 mL de agua bidestilada en la probeta.
3. Ponerlo en agitacion.
4. Adicionar lentamente los sobres de medio de cultivo en la probeta.
5. Lavar con agua bidestilada el sobre, hasta que no muestre coloracion.
6. Enjugar las paredes de la probeta con ayuda de una piseta con agua bidestilada.
7. Terminada la disolucion del medio de cultivo, adicionar el bicarbonato de sodio; la

solucion cambiara de color amarillo a rojo.

Repetir paso 6.

9. Dejar agitar la disolucion por 2 horas.

10. Balancear el pH el 6.9 — 7.

11. Esterilizar por filtracion en la campana estéril y colocar 300 mL por botella
numeradas, con la fecha y el nombre de quien la preparo.

12. Adicionar la penicilina-estreptomicina 300 pL.

13. Tapar y agitar las botellas suavemente.

14. Hacer prueba de esterilidad con 200 uL y dejar en la incubadora por 5 dias, poner
positivo (agua potable).

15. Almacenar en refrigeracion (4°C).

16. Después de 5 dias de que la prueba sale negativa se puede usar el IMDM.

*®
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INACTIVACION DE SFB (SUERO FETAL BOVINO)

REACTIVOS:

Suero fetal bovino GIBCO®

MATERIAL:

Bafio maria
Termometro
Tubos conicos de 50 mL (estériles)

PREPARACION:

1. EL suero se conserva en congelacion a -20°C. Previo a la inactivacidn, se necesita
descongelar el SFB a temperatura ambiente.

2. Colocar por 30 minutos a bafio maria a 56°C agitando lentamente cada 10 minutos.

3. En condiciones asépticas, fraccionar en alicuotas de 30 mL el SFB, en tubos conicos
de 50 mL previamente esterilizados.

4. Etiquetar y enumerar los tubos.

5. Almacenar en congelacion (-20°C).

Nota: la temperatura del bafio maria no debe sobrepasar los 58°C; evitar hacer
espuma o tocar la boquilla de la botella cuando se esté agitando el SFB.
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SOLUCION BUFFER DE FOSFATOS - PBS (2L)

REACTIVOS:

KCl 04¢g

NaCl 16 g

KH>PO4 (monobasico) 04¢g
Na;HPOy4 (dibasico) Para ajustar pH
MATERIAL:

Probeta graduada de 2000 mL con tapa de papel aluminio
Parrilla de agitacion

Potencidmetro

Agitador magnético

Botellas estériles

PREPARACION:

Poner el agitador magnético dentro de la probeta.

Agregar 1800 mL de agua bidestilada en la probeta.

Se pone en la parrilla de agitacion constante.

Adicionar cada reactivo en orden del 1 al 3; dejar disolver.
Ajustar a un pH de 7.2 — 7.4 con el fosfato dibasico.
Aforar a 2 L lavando paredes.

Dejar agitar por 30 min

Vaciar en botellas etiquetadas.

A N A Ao e

Esterilizar en autoclave por 20 min; la tapa de las botellas debe estar ligeramente
abierta.

—_
o

. Dejar enfriar a temperatura ambiente y almacenar en refrigeracion (4°C).

Nota: Para ajustar el pH se usa NaoHPO4 (dibasico).
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PBS + SFB al 3%

Se agregd 3 mL de SFB inactivado por cada 100 mL de PBS en condiciones estériles.

Methocult®

Es un medio semisolido (metilcelulosa) (Methocult®; Stem Cell Tecnologies, Vancouver,
BC, Canadd) el cual contiene un céctel de factores de crecimiento, tales como: el factor de
células troncales recombinante de raton (rmSCF), IL-3 recombinante de ratén (rmlIL-3), IL-
6 recombinante humana (rhIL-6) y eritropoyetina recombinante humana (rhEpo). Se
almacen¢ a -20°C y se descongel6 horas antes de su uso en agitacion suave.

Ficoll®

Ficoll (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo.) es un gradiente de densidad (6= 1.077 g/ml) se
mantuvo en esterilidad y a 4°C en oscuridad.

Manejo de los animales

Los ratones fueron manipulados bajo las reglas del bioterio. La administracion de los
tratamientos fue via intraperitoneal, inoculando un volumen maximo de 1 ml por ratéon con
una aguja de calibre 25G.
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