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RESUMEN

La generacion de células de la sangre, evento conocido como hematopoyesis, tiene lugar en
la médula osea, sitio donde se localizan las células primitivas hematopoyéticas, las cuales
dan origen por multiplicacion y diferenciacion celular a los diferentes linajes celulares

sanguineos.

La hematopoyesis es regulada por una serie de moléculas glicoprotéicas conocidas como
factores de crecimiento hematopoyéticos, producidas por células estromales y las propias
células sanguineas. Recientemente se mostrd que la hematopoyesis in vitro puede ser
regulada por moléculas distintas a los factores de crecimiento hematopoyético,

particularmente por el caseinato de sodio (CasNa), una sal de la caseina.

En este trabajo se muestra que la inyeccion de CasNa via intraperitoneal en raton,
incrementa el numero de células mononucleadas en médula Osea sin afectar la viabilidad
celular, ademas, incrementa el tamafio del bazo y los cortes histologicos permiten visualizar
el incremento dei tamafio de los centros germinales, asi como de la densidad celular,
parametros que indican activacion hematopoyética medular y extramedular. En conclusion,

en este trabajo se muestra que el CasNa activa la hematopoyesis in vivo.
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HEMATOPOYESIS

Las celulas presentes en la circulacion sanguinea se encargan fundamentalmente del
transporte de oxigeno por parte de los eritrocitos vy de la defensa del organismo contra
agentes extrafios ya sean exogenos (bacterias, hongos, virus etc.) o endogenos (células
tumorales, etc.) tarea llevada a cabo por los linfocitos, monocitos, y granulocitos. Estas
celulas tienen periodos de vida relativamente cortos desde unas horas como los granulocitos

o hasta varias semanas como los eritrocitos.

De forma tal que diariamente mueren y se originan grandes cantidades de estas células. este
proceso es conocido como hematopoyesis (haima, sangre y poyesis, produccion)

(Zambrano et al, 1999).

La actividad hematopoyética se inicia en el saco vitelino. se observa en raton a los 7 dias
de gestacion (McKenzie, 1991). Posteriormente las células del saco vitelino migran a otros
organos con actividad hematopoyetica como el bazo, higado y el timo (Toles et al, 1989)
En bazo se activa la eritropoyésis, mielopovesis v linfopoyesis (Lipschitz et al. 1984), la
eritropoyesis en bazo continua hasta el termino de la gestacion mientras que la linfopoyésis
en este organo sigue toda la vida (Miales, 1985). finalmente la actividad hematopoyética

pasa a la medula osea (Morrinson et al, 1985).

Para favorecer el desarrollo de la hematopoyesis. en medula osea existe un ambiente
particular llamado microambiente hematopoyético, esta constituido por distintos tipos de
celulas estromales como fibroblastos. macrofagos, células endoteliales, osteoblastos v
adipositos, estas celulas producen una serie de moléculas conocidas como citocinas o
factores de crecimiento hematopoyético (HGF, por sus siglas en ingles; hematopoietic
growth factors) v son las responsables de modular la proliferacion v diferenciacion de las
celulas hematopoyeticas hasta generar ocho diferentes tipos de celulas sanguineas maduras
linajc  mieloide (eritrocitos.  megacariocitos.  monocitos-macrofagos,  granulocitos-
neutrofilos. basofilos vy eosinofilos) y linaje linfoide {linfocito T y B) (Cronkit y

Feinendegen, 1976)
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CELULAS TALLO HEMATOPOYETICAS

La existencia de las células tallo hematopoyéticas fue evidenciada por Till y McCulloch,
cuando descubrieron que se evitaba la muerte de ratones irradiados letalmente mediante la

inyeccion de celulas de medula osea normal (Till y McCulloch. 1961).

Tras la inyeccion de células normales, se presentaban focos de alta tasa de proliferacion
localizadas en el bazo de los ratones recuperados, cada foco de crecimiento contenia celulas
en diferente grado de maduracion, estos eran de tipo granulocitico, monocitico o
eritrocitico, y lo mas interesante es que se formaban focos de proliferacion constituida por
una mezcla de estos tipos celulares incluyendo a los linfocitos. Cada foco de células en
crecimiento provino de la multiplicacion de una sola célula precursora. la proliferacion de
varias de ellas fue lo que reconstituyo el tejido hematopoyético de los ratones

transplantados (Becker et al, 1963).

A las celulas capaces de dar origen a un nodulo de proliferacion, después de 7 a 14 dias de
transplante, se les llamo unidad formadora de colonias de bazo (CFU-S del inglés colony

forming unit-spleen).

Los cultivos i virro de células de medula osea de raton por siete dias tambien
desarrollaron colonias de células hematopoyéticas, lo que confirmo la existencia de las
CFU-S (Williams et ai, 1983). Fue asi como se concluyo que en la médula Osea existen
celulas progenitoras hematopoyéticas con la capacidad de reconstituir la hematopoyesis en
individuos inmunodeficientes, a las cuales se les conoce como celulas tallo

hematopoveéticas.

Los focos de proliferacion compuestos de celulas de tipo granulocito. monocito ete. v la
formacion de focos de proliferacion con composicion celular mixta. indica la existencia de
células  precursoras  monopotenciales v multi o pluripotenciales.  Las  CFU-S

multipotenciales  fueron consideradas como las celulas precursoras hematopoyeticas mas



primitivas a las cuales se les llamo célula tallo hematopovetica (HSC), v se le definio como
células con capacidad de autorrenovacion, alto potencial proliferativo y capacidad para
diferenciarse a todos los linajes hematopoyéticos (Kondo et al. 2003). Las HSC han sido
divididas en dos subgrupos uno de largo plazo (LT-HSC), las cuales representan solo el
0.007 % en el raton (Mebtus et al, 1998), y son capaces de autorrenovarse indefinidamente,
y las de corto plazo (ST-HSC) que solo pueden autorrenovarse por un periodo de seis a
ocho semanas (Passegué et al, 2003). Mientras que las LT-HSC se autorenuevan durante
toda la vida, las ST-HSC solo mantienen esta capacidad por ocho semanas (Morrison et al,
1994), y dan lugar a los progenitores multipotenciales (MPP), los cuales se diferencian
hacia progenitores restringidos de oligolinaje y pueden autorrenovarse por un periodo

menor a dos semanas (Morrison et al, 1997) (Weissman , 2002).

Se han identificado dos clases de progenitores de oligolinaje restringido en el raton: los
progenitores linfoides comunes (CLP) los cuales estan restringidos a nivel clonal para dar
origen a linfocitos T, linfocitos B y celulas naturales asesinas (NK) ( Kondo et al, 1997)
(Figura 1), y los progenitores mieloides comunes (CMP), estos dan onigen al linaje
mieloide, como los  monocitos/macrofagos,  granulocitos, y  progenitores
megacariocito/eritroides los cuales se diferencian  hacia  megacariocitos/plaquetas y
eritrocitos, estos progenitores aun mantienen el potencial para la diferenciacion hacia el
linaje de células B. pero a una frecuencia extremadamente baja (Akashi et al, 1999). Algo
interesante es que ambas clases de progenitores pueden generar células dendriticas,
sugiriendo con esto la existencia de vias alternas

para la generacion del linaje linfoide y mieloide (Traver et al, 2000; Manz et al, 2001).

En ratones jovenes, el nimero de celulas HSC en tejido hematopoyético es constante
(Morrison et al, 1996) y solo unas pocas células tallo se encargan de mantener constante la
hematopoyesis. De acuerdo a recientes estudios. en el raton joven solo entre ¢l 8 y 10 % de
celulas LH-HSC entran al ciclo celular por dia. v las HSC entran al ciclo en un periodo de

1 a 3 meses (Cheshier et al. 1999)



En humano también se han identificado a las celulas por medio anticuerpos monoclonales
contra antigenos de superficie como Sca-1 y H-2K"', ¢-kit CD34 , Lin  en ratones y
CD34". Thy-1. Lin en células humanas (Ogawa y Matsunaga, 1999). También se han
empleado diversas combinaciones de marcadores, como [Lin "*'™  Thy 1.1 ' _ ¢-Kit "
Sca 17]. [Lin "Thy 1.1 ™ _ Sca 1°, Rodamina 123 "™ ] (Morrison et al. 1995) o [Lin ",
CD34™™ _ c-Kit+. Sca + (Osawa et al, 1996). Combinaciones similares se han utilizado para
identificar células humanas como [Lyn °, Thy ', CD34 '. CD38 "&"| (Morrison et al,

1995).

Estos marcadores permiten enriquecer la poblacion de células scminales, lo innegable es
que las células primitivas hematopoyéticas altamente purificadas provenientes del saco
vitelino, higado fetal, bazo o de médula osea tienen el potencial de repoblar el tejido

hematopoyvetico (Greenberger, 1991).

Cada celula precursora de linaje comprometida generalmente se le denomina unidad
formadora de colonias (CFU o CFC). Dentro del linaje mieloide se reconoce a las unidades
formadoras de colonias eritroides (CFU-E), las células formadoras de colonias de
eosinofilos (Eos-CFC), de basofilos (Mast-CFC), de megacariocitos (Meg-CFC) v la Gnica
celula considerada bipotencial que da origen a macrofagos y granulocitos (GM-CFC)
(Medvisky, 1993). Aunque algunos estudios sugieren que no existe como tal, sino que es
por la produccion de citocinas que permiten la generacion de cada linaje celular (Mora et

al, 1992).

En relacion al linaje linfoide se considera que las celulas pre-T y pre-B derivan
directamente de las LT-HSC, aunque algunos investigadores consideran que puede

provenir de las CFU-S (Dexter, 1989).

El producto de la proliferacion y diferenciacion de las celulas precursoras de linaje
comprometidas constituyen el compartimiento de las celulas maduras hematopoyeticas,
normalmente localizadas en la sangre y otros tejidos. Estas células son las responsables del

transporte de oxigeno (entrocitos), produccion de plaquetas tan importantes en la



coagulacion sanguinea (magacariocitos) y de la inmunidad natural y especifica en la
eliminacién de los agentes patégenos; macréfagos, neutréfilos, baséfilos y eosinéfilos son
los principales constituyentes de la inmunidad natural, mientras que los linfocitos T y B son

responsables de la inmunidad especifica.
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FIGURA 1. Esquema de la generaci6n de las células hematopoyéticas en el ratén adulto y los distintos
marcadores que se han utilizado para identificarlas (Tomado de Passegué et al, 2003). LT-HSC, células
tallo hematopoyéticas de largo plazo; ST-HSC, HSC de corto plazo; MPP, progenitores
multipotenciales; CMP, progenitor mieloide comin; CLP, progenitor linfoide comiin; MEP, progenitor
mieloide; GMP, progenitor mielomonocitico. Pro-DC, progenitor de células dendriticas; Pro-T, pro- de

células T: Pro-NK. Pro- de células naturales asesinas; Pro-B, prog- de células B

La capacidad de proliferacién es muy acentuada en el compartimiento de las células tallo,
¢ésta practicamente se reduce a la mitad en al compartimiento de las células progenitoras
comprometidas y es extremadamente reducida o nula en el compartimiento de las células

maduras, mientras que el grado de direfenciacién y maduracion es inverso (Dexter, 1989).



Existen dos hipotesis para explicar como ocurre la autorrenovacion o comprometimiento
(diferenciacion) de una célula tallo. El modelo deterministico, establece que no cualquier
celula seminal sufre un comprometimiento, ya que estas son influenciadas por factores
microambientales que las comprometen irreversiblemente a cierto linaje celular. EI modelo
estocastico menciona que cualquier célula seminal tiene la misma probabilidad de sufrir
autorrenovacion, o entrar al compartimiento de comprometimiento, las citocinas solo

facilitan la progresion de estos eventos (Morrinson et al, 1985).



MICROAMBIENTE HEMATOPOYETICO

Las células precursoras hematopoyéticas, se localizan en el estroma de la médula 6sea,
dentro del tejido esponjoso del hueso, esté se encuentra rodeado por el hueso cortical. El
estroma de la médula 6sea, esti constituido por células precursoras de la serie blanca y roja,

plaquetas y células de grasa (Figura 2).

Hueso cortical|

1
Hueso !
esponjoso |
|

, —— Médula |

FIGURA 2. En el hueso esponjoso (A) se localiza la médula 6sea (B) donde se encuentran las células
que dan origen a los diferentes linajes tanto mieloide (serie roja) como linfoide (serie blanca) (Tomado

de www.acm.uiuc.edu)

Se considera que este grupo de células y la matriz extracelular constituyen el nicho
indispensable para la sobrevivencia, autorreplicacién y comprometimiento de las células

HSC hacia los diferentes linajes hematopoyéticos (Allen y Dexter, 1990; Metcalf, 1998).

Los cultivos in vitro de tejido hematopoyético a largo plazo ha permitido establecer que la
hematopoyesis se sostiene debido a que las células integrantes del estroma secretan diversas
citocinas tales como Interleucinas (IL) (IL-1ot, IL-1pB, IL-2, IL-3, IL-7, IL-13, IL-10 entre
otras), factores estimuladores de colonias (CSF por sus siglas en inglés) ya sea de tipo

granulocito-macréfago (GM-CSF) o de macréfago (M-CSF) o de granulocito (G-CSF) asi



como el factor de células tallo (SCF), factor de necrosis tumoral (TNF), factor de
crecimiento transformante (TGF), e incluso hasta antagonistas de algunas citocinas como
el IL-1Ra, (Quesenberry y Levitt, 1979). Lo cual indica la importancia de las células
estromales de la médula 6sea para soportar una hematopoyesis continua (Clark y Kamen,

1987).

Las citocinas secretadas pueden permanecer en forma soluble o unidas a moléculas de la
matriz extracelular (Allen y Dexter, 1990). También se ha encontrado citocinas adheridas a
la membrana celular como es el caso de SCF, IL-1 y del M-CSF (Allen y Dexter, 1990). Se
ha observado que las células estromales pueden ser afectadas por la presencia de factores
externos, asi se ha establecido que la adicion de IL-3 o GM-CSF favorece el incremento de
adipositos acompafiado de incremento en la proliferacion del linaje  monocito-granulocito

(Schrro et al, 1989).

El soporte de la hematopoyesis por las células estromales de pacientes tratados con
quimioterapia en presencia de citocinas, aunque muestra un incremento relativo similar al
mostrado por los cultivos de células estromales normales, el nimero absoluto fue menor
(Coutinho et al, 1990), lo cual indica que el estroma reduce su potencial para soportar la
hematopoyesis, probablemente por que existe un nimero menor de células estromales

nodrizas para las células seminales hematopoysticas.

Por otro lado el uso de altas-dosis de quimioterapia para eliminar a las células neoplasicas,
implica un mayor riesgo para las células estromales y por lo tanto para el ambiente
hematopoyético e incluso puede ser irreversible. Seria conveniente encontrar alternativas de
tratamiento para proteger a las células estromales e incluso después del tratamiento
aumentar el nimero de células hematopoyéticas a fin de lograr una recuperacion

hematopoyética mucho mas rapida.



FACTORES DE CRECIMIENTO HEMATOPOYETICO

Las células estromales tienen una participacion importante para sustentar la hematopoyesis
y destaca su capacidad para producir factores de crecimiento hematopoyético, conclusiéon
obtenida por experimentos in vitro de células precursoras hematopoyéticas provenientes de
médula Osea de raton, estas solo proliferaban en presencia de células estromales o medio

condicionado de estas mismas (Pluznik y Sachs, 1965).

Mas tarde se demostro que la proliferacion de células precursoras se debia a factores
glicoprotéicos presentes en el exudado. Los factores obtenidos de los diferentes tipos
celulares, mostraban mayor actividad sobre un linaje en particular; el factor proveniente de
medio condicionado de fibroblastos induce la formacion de colonias de monocito-
macrofago. El de macrofago induce la formacion de colonias de granulocitos, y el de
epitelio induce la formacion de colonias de granulocito-macrofago (Metcalf y Burguess,
1982).

Por sus propiedades, este tipo de moléculas recibieron el nombre de factores estimuladores
de colonias (CSF). Para la denominaciéon de cada factor se antepuso la letra inicial del
grupo de células blanco, el factor que origina a los macrofagos se le conoce como M-CSF,

el de granulocitos G-CSF y el de granulocitos-macrofagos GM-CSF (Davis et al, 1996).

La identificacion del factor que induce la proliferacion de “varios linajes celulares
incluyendo eosinofilos, eritrocitos, basofilos, megacariocitos, granulocitos-neutrofilos y
monocito-macrofagos se le denomind multi-CSF también conocido como IL-3 (Metcalf y
Burguess, 1982; Rifkind et al, 1976). Cabe sefialar que al GM-CSF, G-CSF y M-CSF
también se le conocio como inductor de macrofagos y granulocitos-1 (MGI-1) (Lotem y

Sachs, 1985).

La clonacion de células hematopoyéticas sustentada por los CSF, la identificacion y
clonacion de estos genes asi como de sus receptores y la produccion de citocinas

recombinantes ha permitido la caracterizacion de éstos y otros factores que inducen la
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proliferacion y diferenciacion de las celulas precursoras comprometidas e incluso de células
tallo pluripotenciales, tambien de aquellos que regulan de manera negativa la proliferacion.

actualmente se conocen mas de treinta factores, algunos de los cuales se muestran adelante

Brevemente, entre las citocinas hematopoyéticas tenemos a la eritropoyetina (EPO)
especifico para la generacion de eritrocitos (Dexter, 1989). El factor de celulas tallo (SCF),
es una citocina que favorece la sobrevivencia y proliferacion de las células seminales
(Zsebo et al. 1990) también se ha caracterizado otro factor €l ligando fl3, el cual muestra
una actividad reducida en celulas tallo. pero sinergiza la actividad de otras citocinas

(Rosnet et al, 1993).

Las citocinas que modulan la actividad hematopoyética se han dividido, por su efecto
biologico y caracteristicas moleculares. en varias familias; factores de crecimiento.

interleucinas, e interferones (Cuadro |).



Familia | Molécula Origen Destino
Factores de GM-CSF ._ Linfocitos T, celulas | Macrofagos. Neutrofilos _\r"
crecimiento | endoteliales y fibroblastos : Eosinofilos
| .
1 [
. G-CSF Macrofagos y fibroblastos Neutrofilos i
. M-CSF | Macrofagos, fibroblastos vy células Macrofagos
f endoteliales :
EPO Rifon ' Eritrocitos ]
. SCF [ Progenitores mieloides y!
linfoides
Interleucinas | IL-1 APCs Linfocitos T v B
| 1L.-2 LTHI ' Linfocitos T, B v celulas
. _' NK
! 1.-3 | LTH "Células progenitoras k
! - multipotenciales
e | U2 TTifocios Ty B
= - " LTH2 ~ Eosinofilos
T MAC “Megacariocitos. Linfocitos |
I TvB
-7 ‘ Estroma de médula osea | Precursores By T, células
; 'NK
T8 _i Neutrofilos, Eosinofilos, Basofilos | Quimiotaxis de neutrofilos
e ﬁ F— I . |
1L-9 TH | Activa proliferacion de TH |
ERTISTN ‘T - TH2 - Inhibe Respuesta inmune
I et | "Celulas progenitoras
hematopoyéticas
1L-12 “Aumenta la proliferacion

de celulas hematopoveticas



|

Familia Molécula Origen_ ) Destino
Interleucinas 1L-13 o - ~ [LinfocitosB
=T ~ lLinfocitos B o
15 - Linfocitos T
TINTIN Quimiotaxis de linfocitos
IL-17 - Estimula ceélulas |
i estromales
IL-18 Induce produccion de IFN-
ven celulas T y NK
Interferones IFN-a Linfocitos B, celulas NK Actividad antitumoral y
antiviral
~ IFN-B ~ Fibroblastos | Aumenta actividad NK
IFN-y i Células NK.y T 'Activa macrofagos
Factores de necrosis | TNF-a Linfocitos T, B, células NK. _.Em;'-o&é_ '
| tumoral ! neutrofilos | celulas epiteliales
TNF-B Linfocitos T Estimula a neutrofilos
'Factores de TGF-a , Fibroblastos
ereciniento TTGF-B | Linfocitos T ?_l;lmuﬁ_osu_prcsgr -
transformante I :

CUADRO 1. Citocinas que regulan la actividad hematopoyvética ( Tomado de Davis et al. 1996).



BAZO Y HEMATOPOYESIS

Es sabido que la medula 0sea es el organo hematopoyeético primario que reune todas las
caracteristicas y cuenta con el microambiente necesario para la produccion de celulas
sanguineas (Dorshkind, 1990), no obstante, el bazo juega un papel muy importante en la
hematopovesis secundaria y puede llegar a ser fundamental (Begg et al, 1993). Se ha
demostrado que participa de manera determinante en la reconstitucion hematopoyetica de
ratones letalmente irradiados (Till y McCulloch, 1961). También se ha encontrado que las
celulas que forman colonias en bazo contienen el espectro completo de celulas mieloides
(Worton y McCulloch. 1969; Magli et al, 1992). esto es confirmado por el hallazgo de
celulas hematopoyéticas primitivas en este organo. La hematopoyesis extramedular en los
organos hematopoyéticos en particular  bazo. refleja la propiedad de las celulas
hematopoyeticas inertes de volverse activas si son estimuladas (Nilsson vy Bertencello.
1994). Asi el bazo es un organo que puede participar de manera activa en la hematopoyesis.

llegando incluso a suplir las funciones de la meédula osea (Williams et al, 1983).

El bazo se ubica en el cuadrante superior izquierdo del abdomen, bajo el diafragma vy a la
izquierda del estomago (Miales, 1985) (Figura 3) Este se desarrolla a partir de la
proliferacion de celulas mesodermicas  situadas entre las hojas del gastrio  dorsal

(Langman. 1986).

El bazo esta recubierto por una capsula de tejido conectivo y una extensa red de trabeculas
ramificadas lo divide en compartimentos comunicados (McKenzie, 1991). El parénquima
se compone de la pulpa roja y la pulpa blanca (Weiss, 1963). La pulpa blanca en su mayor
parte se compone de linfocitos, es una zona blanca grisaceo dentro del cual se encuentran
los centros germinales v la vaina linfatica periarterial. Es en la pulpa blanca donde inicia la
respuesta inmunitaria, llevada a cabo en los centros germinales donde ademas de linfocitos
B. v T. tambien se encuentran células NK. granulocitos (Weiss, 1972). y células dendniticas

(Fujii et al, 1999)
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En algunos casos en que la actividad inmunitaria esta amplificada. la pulpa blanca puede
aumentar hasta ocupar la mitad del volumen del organo. que en forma normal ocupa el
20% o menos sin que esto represente necesariamente alguna patologia (Weiss, 1964. Weiss,
1977)



Pulpa blanca

| Pulpa roja
Capsula

Figura 3. Ubicacion del bazo y centros germinales (Tomado de www.acm.uiuc.edu).
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La pulpa roja contiene principalmente arterias derivadas de la arteria central y senos
venosos. su funcion principal es la irrigacion sanguinea en ambos zonas la pulpa roja v
blanca. El color rojo es causado por la presencia de eritrocitos, la sangre que se vacia en
la pulpa blanca v la zona marginal toma la via de transito lento esta via es muy importante
para la funcion del bazo ya que elimina eritrocitos seniles o danados, e interviene en la

defensa inmunitaria (Nossal, 1966).

En tanto que la vaina linfatica periarterial se compone por vasos sanguineos que se
encargan de delimitar e irrigar ambas zonas tanto pulpa blanca como pulpa roja (Eraklis et

al, 1967).



CASEINAS Y HEMATOPOYESIS

La leche contiene una gran cantidad de proteinas, dentro de las cuales las caseinas son las
principales (75-80 %) (Meisel. 1997). La caseina se compone de micelas integradas por

cuatro cadenas polipeptidicas a..i, ¢z, B v k caseinas (Eigel, 1984).

El caseinato de sodio (CasNa) es una sal de las caseinas, esté se obtiene disolviendo caseina
en hidroxido de sodio, el resultado es un polvo blanco sin sabor, ni olor, soluble en agua v
con un 63% de proteinas, por lo cual es extensamente utilizado en la industria alimenticia

(Walstra y Jenneis, 1984).

Dentro del campo de la investigacion biomédica se ha observado que una dieta baja en
caseinas incrementa la posibilidad de presentar tumores en colon de ratas Winstar (Tatsuta
et al, 1992), mientras que una dieta rica en caseinas protege contra el desarrollo de cancer
intestinal en ratas (Mclntosh et al. 1995) Por otra parte hay estudios que indican que la
inyeccion de caseina en ratas eleva la produccion de anticuerpos (Wong et al. 1996). Lo

anterior muestra que las caseinas pueden regular al sistema inmune.

Por otro lado. se ha mostrado que la inveccion de CasNa en cavidad peritoneal induce la
acumulacion de granulocitos v macrofagos en la cavidad peritoneal de ratones v peces
(Passoti et al. 1993; Aranishi et al. 1997). También se ha observado que la inyeccion
intraperitoneal de CasNa en ratones. eleva la concentracion del factor estimulador de
colonias de granulocitos v macrofagos (G-CSF y M-CSF) (Lotem y Sachs, 1985) en suero
y exudado de cavidad peritoneal. asimismo se ha observado la presencia de GM-CSF en

suero de ratones (Metcalf et al, 1696).

Nuestro grupo ha mostrado que el CasNa acelera la transicion de granulocitos en banda a
polimorfonucleares en forma similar al G-CSF ademas de que induce la liberacion de M-

CSF en granulocitos (Bautista, 1998). adicionalmente induce la diferenciacion de las
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celulas hematopoyéticas multipotenciales 32D (una linea utilizada como modelo de estudio

de la hematopoyesis normal) hacia el linaje monocito-macrofago (Ramos, 1999)

El CasNa induce la expresion del gen del M-CSF en las células 32D. un dato muy
interesante es que se ha demostrado que el CasNa induce la proliferacion de celulas
mononucledas de médula osea de raton in vitro, lo cual sugiere que las caseinas regulan la

hematopoyesis in vitro.

Experimentos in vivo revelan que una dieta baja en caseinas reduce los niveles de
eritropoyetina, el mayor regulador fisiologico de la eritropoyésis en suero, asimismo
disminuye el nimero de células formadoras de colonias eritroides (CFU-E) en bazo
(Okano et al, 1992). mostrando con esto la gran sensibilidad del bazo para cualquier cambio
en los niveles de caseinas. También se ha reportado que una dieta libre de caseina provoca
una reduccion en el peso de los ratones cercano al 24 % asi como modificaciones al
microambiente hematopoyetico debido a alteraciones en la estructura de la matriz
extracelular en médula 6sea (Vituri, 2000). Asi este conjunto de datos sugieren la

posibilidad de que el CasNa pueda regular la hematopovesis in vivo.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Recientemente se demostro que el CasNa modula positivamente la hematopoyesis in vitro,
pero se desconoce si esta molécula hace lo misme in vivo. El presente trabajo tiene como
finalidad mostrar si el CasNa activa la hematopoyesis in vivo, empleando como modelo de

estudio a los ratones BALB-c.



JUSTIFICACION

Los decesos en Mexico debido a tumores malignos ocupa uno de los primeros 5 principales
causas de muerte. Entre los tumores malignos las leucemias (una hematopoyesis anormal)
provocan ¢l mayor numero de muertes con el 1.2% en 1999, incluso por arriba de los
tumores malignos del cuello uterino que representan el 0.4 % (Secretaria de Salud, 2000).
En el afo 2000, las leucemias fueron la segunda causa de mortalidad en edad escolar (5 a
14 anos), con un 13 % Esta tendencia se mantuvo en el 2001, ocupando nuevamente el
segundo lugar de mortalidad solo después de los accidentes automovilisticos (INEGI/
Secretaria de Salud/CONAPQ, 2002; Secretaria de Salud. 2002). Por lo anterior. es
importante la investigacion dentro del campo de la hematologia que permita conocer
nuevas opciones de regulacion de la hematopoyesis normal v evaluar la posibilidad de que
estos conocimientos puedan avudar a encontrar alternativas para solucionar problemas de

una hematopoyesis anormales como el caso de la leucemia

Los tratamientos antitumorales involucran el uso de metabolitos que bloquean la
proliferacion de células tumorales v normales. incluyendo a las células hematopoyeticas
(importantes en la defensa inmune) por lo que comprometen inmunologicamente al
paciente. Recientemente hemos mostrado que el caseinato de sodio (CasNa) activa la
hematopoyesis normal in virro. pero se desconoce si también ocurre in vivo, dato que es de
utilidad para pensar en una alternativa que pueda inducir recuperacion hematopoyetica en

pacientes mielosuprimidos.
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HIPOTESIS

Se sabe que el casemato de sodio (CasNa). induce el aumento en el numero de celulas
mononucleadas de médula osea de raton /n vitro. Por la tanto, se espera que al ser
inyectado en ratones BALB-c active la hematopoyesis /77 vivo, incrementando el numero de
celulas mononucleadas er meédula osea e induciendo la hematopoyesis extramedular en

bazo
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del caseinato de sodio (CasNa) en la hematopoyesis i vivo de raton

OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar si existe cambios en €l numero de células mononucleadas de médula osea de
ratones invectados o no con caseinato de sodio (CasNa). durante siete, catorce y veintiocho

dias

Evaluar si existe aumento en el tamafio del bazo, como indice de hematopoyesis
extramedular en ratones inyectados o no con CasNa. durante siete. catorce y veintiocho

dias



METODOLOGIA

ANIMALES

Se utilizaron ratones hembras BALB-c (obtenidos del bioterio de la Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza), de tres a cuatro meses de edad. criados en condiciones de
esterilidad, con agua y comida ad libitum, éstos se dividieron en dos grupos uno fue
inyectado con CasNa y el otro con solucion estabilizadora de fosfatos (PBS), ambos grupos

se mantuvieron bajo las mismas condiciones durante el transcurso de los experimentos.

CASEINATO DE SODIO

El caseinato de sodio (CasNa) (Difco, USA). se utilizo al 10% (p/v) disuelto en PBS v
previamente esterizado en autoclave por 20 minutos, al igual que el vehiculo. Se inyecto |
ml de CasNa o de PBS en la cavidad peritoneal del raton cada 48 horas por un periodo de

siete, catorce y veintiocho dias

OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEADAS

Después de siete, catorce v veintiocho dias se sacrificaron los ratones por medio de
dislocacion cervical para obtener los fémures, esto se realizo en una campana de cultivo,
previamente desinfectada con etanol al 70% y se esterilizo durante 20 minutos con luz
ultravioleta, los femures se colocaron en cajas petri con medio Iscove's Modified

Dulbecco’s (Gibco BRL, USA).

El fémur se perford en ambas epifisis, con una jeringa de 1 ml se hizo tluir medio Iscove's
suplementado con suero fetal bovino al 15% (SFB, Hyclon USA) para extraer las ceélulas
totales de médula oOsea, la suspension celular se centrifugo para obtener el boton celular
Este se resuspendio en 2 ml de Iscove con suero fetal bovino (SFB) al 15%. Enseguida se
paso por un gradiente de densidad con Ficoll 1.077 g/ml (Microlab, Mexico), por 30

minutos a 500 g. (Boyum, 1968)
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Al finalizar este periodo se obtiene un anillo celular el cual contiene a las células
mononucleadas, éste se extrajo v se lavo dos veces con Iscove y SFB (15%), finalmente

se realizo el conteo celular,

VIABILIDAD Y NUMERO CELULAR

La viabilidad celular fue evaluada por medio de la incorporacion de azul tripano (Sigma,
USA), para lo cual se agrego una proporcion 1:1 y se incubo a temperatura ambiente por 5
minutos, después se contaron células vivas y muertas (tefiidas con azul tripano) en un

hemacitometro (Boeckel, Alemania).

CORTES HISTOLOGICOS

El bazo fue retirado de los ratones después de siete, catorce y veintiocho dias de
tratamiento, se coloco en PBS se midio el largo y ancho. con una regla. Posteriormente se
fijaron en formalina estabilizada al 10% con pH 7.4, por un periodo de 12 a 24 horas.
Posteriormente se retiro la solucion de formalina, se rescataron los bazos estos se colocaron
en rejillas y se depositaron en formol para su inclusion en parafina. Por medio de un
procesador de tejidos automatizado (Histoquinet, Leica, USA) se dehidrataron los bazos
progresivamente con un gradiente de etanol al 50%, 75%. 96% y absoluto pasandc a xilol
como paso final. Una vez concluido el tiempo, sé continuo con la inclusion de los bazos en
parafina (Incluidor de parafina EG 1160 Leica, USA), disminuyendo gradualmente la
temperatura hasta obiener los bloques de parafina con los bazos incluidos (2 cm?). Por
ultimo los bloques fueron cortados en un microtomo (Minot, Alemania) donde se
obtuvieron cortes de 5 um (Gonzalez 1996) y fueron tefiidos con hematoxilina-eosina para

su observacion en microscopic optico.



TINCION HEMATOXILINA-FOSINA

Vil

VI

XL
X!

XII1.
X1V,

XV.

Se dejan secar los cortes (24 h minimo)

Desparafinar con xilol, con dos cambios. el primero de 30 min. y de 10 min. el
segundo.

Limpiar el xilol, con alcohol 96° de cada lamina. y limpiar con gasa los costados
y la parte posterior del porta-objeto.

Colocar en agua destilada por 5 min.

Escurrir el excedente de agua.

Se coloca en la solucion de hematoxilina de Mayer por 10 min.

Escurrir el excedente de hematoxilina.

Se coloca en agua corriente, se hacen dos cambios de 10 min. cada uno.

Escurrir el excedente de agua.

La tincion con Eosina debe realizarse por cada lamina, de | a 2 min.

Limpiar 2 veces con alcohol 96° cada porta-objeto, v limpiar con gasa.

Se coloca en carbon-xilol por 5 min. para aclarar.

Cambiar el xilol para montar

Se utiliza el balsamo de Canada para fijar el cubre objeto a cada lamina

Se dejan secar las laminas. por varios dias, antes de guardar

MEDICION DE LOS CENTROS GERMINALES

La medicion de los centros germinales se realizo con los cortes obtenidos de bazo, con la

ayuda de un ocular micrométrico (125x) se midieron (a partir de. y hasta la membrana basal

del centro germinal) el diametro mayor de al menos 20 centros germinales en cada corte

histologico de los tres grupos (7,14 y 28 dias), esto se repitio para cada uno de los tres

tratamientos (Ben-Hur et al, 1999; Romppanen 1981; Goodland 1995)



ANALISIS ESTADISTICO

Se realizaron tres experimentos independientes, con dieciocho ratones en total, seis ratones
por cada grupo. Se utilizo el programa SPSS version estandar para Windows 11.0 (2001)

para analizar los datos con la prueba t de student con un intervalo de confianza del 95%.
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RESULTADOS

LA INYECCION DE CasNa INCREMENTA EL NUMERO DE CELULAS
MONONUCLEADAS EN MEDULA OSEA DE RATON.

Se ha mostrado /n vifro que el caseinato de sodio (CasNa), una sal de la caseina, activa la
hematopovesis al inducir el aumento en el nimero de células mononucleadas en medula
osea de raton (Lagunes et al, 2001). Con la finalidad de mostrar si este efecto, también
ocurie /n vivo se inyecto CasNa en la cavidad peritoneal de ratones BALB-¢ (1 ml al
10% en PBS) cada cuarenta y ocho horas por 7, 14 y 28 dias. Después de 7 dias de
tratamiento, la inyeccion de CasNa provoco un aumento significativo en el numero de
células mononucleadas en médula osea respecto al grupo testigo inyectado con solo
vehiculo, diferencia que es mantenida a los 14 y se incrementa notablemente a los 28 dias

(Figura 4).

AUMENTO EN EL NOMERO DE CELULAS MONONUCLEADAS DE
MEDULA OSEA DE RATONES INYECTADOS CON CasNa
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Figura 4. A partir dc los primeros sicte dias s¢ incrementa significativamente (* t student con /< 0.03)
el nimero de células mononucleadas en animales imvectados con CasNa. esta se mantiene a los catoree

v aumenta aun mas a los vemtiocho dias
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EL CasNa NO ALTERA LA VIABILIDAD DE CELULAS MONONUCLEADAS DE
MEDULA OSEA.

Previos estudios in vifro mostraron que no existe alteracion en la viabilidad de las celulas
mononucleadas tratadas con CasNa por 7 dias (Lagunes et al, 2001). Para confirmar si esto
tambieén ocurre in vivo, se utilizo la prueba de exclusion de azul tripano en células
mononucleadas obtenidas de ratones inyectados o no, con CasNa durante 7, 14 y 28 dias

Los resultados en estos experimentos muestran una viabilidad celular mayor al 90 %.

independientemente del tratamiento (Figura 5).

VIABILIDAD DE CELULAS MONONUCLEADAS DE MEDULA
OSEA DE RATONES INYECTADOS O NO CON CasNa

20 B Vehiculo
OCasNa

VIABILIDAD (%)))
£
1)

7 14 28
DiAS DE TRATAMIENTO

Figura 5. La administracion de CasNa via mtraperitoneal, no altera la viabilidad de las celulas

mononucleadas de médula osca.



EL CasNa NO ALTERA EL PESO DE LOS RATONES DURANTE EL
TRATAMIENTO

Debido a que el caseinato de sodio (CasNa) es un agente proinflamatorio (Baltz et al, 1980)
y la inflamacion reduce el peso de los ratones (Gallin et al, 1974). se procedio a evaluar si
la inyeccion en la cavidad peritoneal con CasNa durante el tratamiento por 28 dias,
afectaba el peso de los ratones. Los resultados indican que este compuesto no altera el peso

de los animales tratados con CasNa o con vehiculo (PBS) (Figura 6).

EL CasNa NO ALTERA EL PESO DE LOS RATONES DURANTE B.

TRATAMIENTO
30
25
o | FEET
3 15
g 10 _s Vehiculo
5 . CasNa
0
1 2 3 4
SEMANAS DE TRATAMEENTO

Figura 6. Peso dc los ratones invectados o no. con CasNa cada 48 horas durante 2% dias.



EL CasNa INCREMENTA EL TAMANO DEL BAZO

Se ha mostrado que la activacion de la hematopoyesis extramedular en bazo, comunmente
se ve reflejada por el incremento en el tamafio y peso de este organo (Nilsson y
Bertoncello, 1994). Por lo cual se extrajo este organo, para observar si habia alguna
diferencia en tamafio y peso. Durante los primeros 7 dias de tratamiento con CasNa no
hubo cambio, en estos parametros. Sin embargo, a los 14 dias el bazo de animales tratados
muestra un aumento en la longitud y un incremento significativo en peso. diferencia que se

acentua a los 28 dias (Figura 7) y (Cuadro 2).

PBS CasNa

Figura 7. El bazo de ratones tratados con CasNa por 28 dias aumento considerablemente en tamano

(cm).



Dimensiones y peso del bazo en ratones tratados o no. con ]
CasNa durante 7, 14 y 28 dias. ’ o
Dias de tratamiento 7 14 | 28
PBS [ 0.152001 | 015+001 | 0.1840.02
I| Peso(g) i |
xtde  CasNa 0155002 | 025001 | 028:003*
Largo(cm) | PBS 1.4£0.4 1.4£0.01 1.5+0.2
xtde ' | i .
CasNa 1.5505 | 16404 1.7+0.07
PBS 0.4=0.02 0.4+0.05 0.5+0.02
Ancho(cm) R |
xtde |CasNa 0.5+0.03 0.5+0.05 0.6+0.03
!

CUADRO 2. El aumento cn peso del bazo fue significativamente diferente (* t student con P < 0.035) a

los 14 v 28 dias de tratamiento con CasNa. x+de, media mas menos desviacion estandar.

Para corroborar el crecimiento del bazo se realizo el indice esplenico (peso bazo/peso
raton), esté aumento se da como anteriormente se observo a partir del dia 14, y es mayor al
dia 28.

[ -
INDICE ESPLENICO DE RATONES TRATADOS A NO., CON CasNa
Tratamiento 7 | 14 28
CasNa 0.0067 | 0.0107 0.0125
PBS 0.0065 ! 0.0066 0.0083
|

CUADRO 3. El indice esplenico muestra el aumento del bazo a partir de los 14 dias. esie  sc

mecrementa aun mas al dia 28 de tratamicnto con CasNa. no asi el grupo lestigo.
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EL CasNa INDUCE AUMENTO EN EL TAMANO DE LOS CENTROS
GERMINALES

Otro parametro para detectar hematopoyesis extramedular es el incremento en la extension
de los centros germinales (Langevoort, 1963). A fin de observar si el aumento en tamafio
del bazo, inducido por el CasNa activa la hematopoyesis extramedular, se extrajeron los
bazos y se realizaron cortes y tinciones histologicas para determinar si ocurrian cambios en
los centros germinales. En los primeros 7 dias no existen diferencias en la densidad celular
o cambio en el tamafio de los centros germinales de animales con o sin tratamiento (Figura

8A).



(A) A 7 dias de tratamiento

(C) A 28 dias de tratamiento

Vehiculo CasNa

Figura 8. El CasNa no incrementa la densidad celular en los centros germinales de bazo a los 7 dias (A)
de tratamiento. pero si a los 14 (B) y contundentemente a los 28 dias (C) (x40).
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En el grupo de 14 dias tratado con CasNa se aprecia mayor densidad celular en los centros
germinales. otra diferencia importante es que el tamano de los centros germinales aumento
con relacion a su testigo (Figura 8B). mientras que a los 28 dias las diferencias se acentuan

considerablemente (Figura 8C)

Tomando en cuenta que el incremento en el tamafio de los centros germinales fue
considerable al final del tratamiento. Se procedio a medir el diametro mayor de los centros

germinales en ambos grupos.

Los resultados muestran que, el diametro de los centros germinales fue significativamente

diferente solo a los 28 dias. (Figura 9).

AUMENTO EN EL DIAMETRO MAYOR DE LOS CENTROS GERMINALES
DESPUES DEL TRATAMIENTO CON CasNa
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Figura 9. El tamano de los centros germinales en bazo de ratones tratados con CasNa aumento

significativamente a los 28 dias de tratamicnto (* L student con /< 0.05).



DISCUSION

La hematopoyesis es regulada por una serie de mensajeros celulares conocidos como
factores de crecimiento hematopoyético, miembros de la familia de citocinas, aunque
también existen otras biomoléculas que pueden modular la hematopoyesis in vitro e in vivo,
como es el caso del acido retinoico el cual se emplea actualmente para el tratamiento de la

leucemia promielocitica aguda (Pendino et al, 2003).

Recientemente nuestro grupo aporto evidencias de que el caseinato de sodio (CasNa), una
sal de la caseina (iall, 1971), modula la hematopoyesis in vitro (Ramos, 1999). En este

trabajo se aportan evidencias de que el CasNa modula la hematopoyesis in vivo.

La inyeccion con CasNa via intraperitoneal en raton eleva significativamente el numero de
celulas mononucleadas en médula osea, parametro que indica activacion de la

hematopoyesis in viveo (Donahue, 1986).

La activacion de la hematopoyesis i# vivo por el CasNa no se restringe a la medula osea ya
que también induce incremento en peso y tamaiio del bazo, corroborado por el indice
esplénico. asi como del diametro mayor de los centros germinales (Figuras 7. 8. 9 y
Cuadro 2 y 3). tres parametros empleados para evidenciar hematopoyesis extramedular

(Takeshi et al, 2003; Begg et al. 1993; Langevoort, 1963)

La estimulacion de la hematopoyesis en médula 6sea se evidencio desde los primeros 7 dias
de estudio con CasNa y se sostuvo hasta los 28 dias sin afectar la viabilidad celular,
mientras que la hematopoyesis extramedular en bazo. solo se evidencio despues de 14 y en
forma contundentemente a los 28 dias, lo cual sugiere que el CasNa activa lentamente la
hematopovesis extramedular. en forma similar a lo observado en animales deficientes en
vitamina |, donde la ausencia de esta vitamina induce una hematopovyesis extramedular en

bazo (Takeshi et al. 2003).



Aunque el aumento del nimero de células mononucleadas en médula osea, tamafio, peso v
diametro mayor de los centros germinales en bazo. son parametros que indican actividad
hematopoyética in vivo (Takeshi et al. 2003, Begg et al, 1993; Langevoort. 1963). seria
recomendable realizar estudios en ensayos de agar para revelar diferencias en el nimero de
unidades formadores de colonias en ratones tratados o no, con CasNa asi como evaluar la
incorporacion de timidina tritiada como indice de sintesis de ADN, no solo para reafirmar
que el CasNa activa la hematopoyesis in vivo, sino que también para evaluar el tiempo de

estimulo minimo necesario para inducir este efecto.

Por otro lado, se conoce que la administracion de agentes inflamatorios se traduce en una
reduccion del peso de los ratones inyectados (Gallin et al, 1974). El CasNa ha sido
empleado como un agente pro-inflamatorio (induce la acumulacion de granulocitos y
macrofagos en la cavidad peritoneal de ratones y peces) (Passoti et al, 1993; Aranishi et al,
1997), sin embargo, no detectamos diferencias en el peso de los animales tratados con o sin
CasNa, tampoco detectamos alteraciones en ia viabilidad celular, lo cual indica que el

CasNa no se comporta como un factor pro-inflamatorio clasico.

Esta aseveracion parece ser apovado por el hecho de que el perfil de citocinas inducida en
suero y fluido peritoneal de ratones inyectados con LPS y tioglicolato (dos clasicos pro-
inflamatcrios), son diferentes en tipo y vida media de aquellos inducidos por el CasNa
(Watari et al, 1989, Metcalf vy Nicola 1995; Lotem y Sachs 1985), ademas la inyeccion de
caseina en ratones no induce la expresion de interleucina-6 (IL-6), interleucina-1 beta (IL-
1b) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), tres citocinas proinflamatorias clasicas

(Noursadeghi et al, 2002).

Asi, este conjunto de datos sugiere que el CasNa y las caseinas merecen un analisis mas
profundo para reconsiderarlas como moléculas inflamatorias. donde el analisis de perfil de
citocinas pro-inflamatorias puede ser de gran utilidad con lo cual se dara indicio del

potencial biomédico de este factor



Hasta el momento se desconoce el mecanismo por medio del cual el CasNa activa la
hematopoyesis iz vivo. sin embargo, es conocido que la inyeccion inlrapéritoneal de CasNa
en ratones, eleva la concentracion de factores estimuladores de colonias tipo G-CSF y M-
CSF en suero y fluido de cavidad peritoneal (Lotem y Sachs 1985), asi como de GM-CSF
en suero de ratones (Metcalf et al, 1996), tres citocinas con reconocida actividad

estimuladora de la hematopoyesis.

Por otro lado, se ha mostrado que el CasNa induce la liberacion de M-CSF en granulocitos
(Bautista, 1998) v la expresion del gen de este mismo factor en las celulas 32D (Ramos et
al, 2003). Este conjunto de datos sugiere que el CasNa puede modular la hematopoyesis via
induccion a la produccion de citocinas, aunque para su confirmacion sera pertinente

detectar el tipo de factor hematopoyético en suero de los ratones tratados con CasNa.

Llama la atencion que el incremento del numero de células mononucleadas en medula osea
en ratones tratados con CasNa, es similar al reportado en monos despues de la inyeccion del
factor estimulador de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF por sus siglas en
ingles) (Donahue, 1986). una citocina con reconocida actividad hematopoyetica y que
incluso se emplea para inducir recuperacion hematopoyeética en pacientes mielosuprimidos
(Sachs, 1996), lo cual sugiere que el CasNa puede tener un uso clinico potencial similar al
GM-CSF, aunque para ello es necesario analizar comparativa y simultaneamente el efecto

de ambas moléeculas.

Se ha mostrado que el CasNa, in vitro, induce la diferenciacion macrofagica (Ramos, 1999)
y granulocitica (Bautista, 1998). dos poblaciones que integran una de las primeras barreras
inmunoldgicas innatas e importantes en la presentacion de antigenos, ademas, in vivo,
induce un incremento del tamafo de los centros germinales los cuales estan constituidos
por linfocitos B. T, células naturales asesinas (NK) y células dendriticas (Chaplin, 2002).
todas importantes en la activacion de la respuesta inmune especifica, lo cual sugiere que el

CasNa puede tener gran relevancia en la activacion inmune.
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Por lo anterior seria importante tipificar que poblacion celular en medula osea y bazo esta
proliferando y asi tener una mejor aproximacion de efecto del CasNa en el sistema inmune.
Lo cual puede ser importante. si se considera que existe un estudio donde se revela que la

inveccion de caseina en ratas eleva la produccion de anticuerpos (Wong et al. 1996).

Tambien se ha observado que ciertos fosfopeptidos derivados de la caseina bovina como la
a-s]  caseina (fragmento 59-79) y la P-caseina (fragmento 1-25) estimulan
significativamente la produccion de inmunoglobulinas en cultivos de células de bazo de
raton (Hata et al, 1998). Considerando que el CasNa se compone de o, B y k caseinas, esto

nos sugiere que el CasNa puede actuar activando el sistema inmune.

Por otro lado, existe la posibilidad de que el CasNa pueda inhibir el desarrollo de tumores
solidos, ya que una dieta baja en caseinas aumente la incidencia de tumores de colon
(Tatsuta et al. 1992). y por el contrario una dieta rica en caseinas protege contra el
desarrollo de cancer intestinal en ratas (McIntosh et al, 1995), datos que apoya la hipotesis
de que el CasNa pueda tener relevancia fisiologica en el control de problemas oncoldgicos
y abre la necesidad de estudiar si por via gastrica, el CasNa tambien activa la

hematopoyesis, al igual que por via intraperitoneal como se muestra en este trabajo.

Finalmente, el CasNa. al actuar como quimioatrayentes sobre granulocitos-neutrofilos y
monocitos-macrofagos. en cavidad peritoneal de raton (Lotem y Sachs 1985; Passoti,
1993), acelerar la transicion de granulocitos en banda a polimorfonucleares en forma
similar al G-CSF (Bautista 1998), al inducir la diferenciacion de las células
hematopoyéticas multipotenciales 32D hacia el linaje monocito-macrofago (Ramos, 1999)
y estimular la proliferacion de células mononucleadas de médula osea de raton in vitro,
aunado a la activacion de la hematopoyesis in vivo (Lagunes et al, 2001). Nos permite,
mostrar que el CasNa es molécula con innegable actividad hematopovética sin ser una

citocina

Seria interesante, analizar si su efecto positivo en la hematopoyesis normal se mantiene en

la hematopovesis leucemica Datos previos indican que el CasNa suprime la hematopoyesis
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leucemica. pero no la normal. de confirmarse esta observacion seria una molecula
interesante en el contexto de la terapia va que puede emplears;e como una estrategia de
purga de medula osea en pacientes leucemicos. lo cual evitaria la necesidad de transplante
de celulas de medula osea. v en el mejor de los casos del uso de radio v quimioterapia con

indudable incremento de la calidad de vida de los pacientes.
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CONCLUSIONES

La inveccion de CasNa via intraperitoneal, incremento el numere de células mononucleadas
en medula osea. sin afectar la viabilidad celular. Ademas. aumento el peso. y tamano del
bazo. confirmado por un mavor indice esplénico. Los cortes histologicos de bazo permiten
observar que los centros germinales de ammales tratados con CasNa, aumentan en tamano

v densidad celular. evidencias de claras de que el CasNa activa la hematopoyesis i1 vivo.



APENDICE

L INACTIVACION DE SUERO FETAL BOVINO (SFB)
La botella de suero fetal bovino (SFB)(Gibco. BRL. USA) congelado se coloca a

temperatura ambiente para su descongelacion posteriormente se pasa a un bafo de agua a

56 °C durante 30 minutos, con el proposito de inactivar protemas del complemento

Posteriormente se separan las alicuotas de 50 ml para su mejor manipulacion |

conservandose en refrigeracion a 4 °C.

1L PREPARACION DEL COLORANTE AZUL DE TRIPANO
Para las pruebas de viabilidad y conteo celular se empleo una dilucion del colorante azul de
tripano (Sigma, Chem, USA) al 0.3% en PBS 1X. Antes de su uso la dilucion del

colorante fue filtrada haciéndose pasar a través de un filtro Whatman # 2.

1L SOLUCION ESTABILIZADORA DE FOSFATOS (PBS)
Esta solucion fue utilizada como vehiculo del Cas Na, las sales de fosfatos proporcionan la

capacidad estabilizadora a esta solucion, esta se compone de;

Cloruro de magnesio (Sigma, Chem. USA) 010¢g
Cloruro de calcio (Sigma, Chem, USA) 010g
Cloruro de sodio (Sigma, Chem, USA) 800g
Cloruro de potasio (Sigma, Chem, USA) 020g
Fosfato monoacido de sodio (Sigma, Chem, USA) 216¢
Fosfato diacido de potasio (Sigma, Chem, USA) 020¢g

El cloruro de magnesio y cloruro de calcio se disuelven en 100 ml de agua bidestilada. Las
sales restantes. por separado se diluyen en 800 ml de agua bidestilada y despues se

mezclan ambas soluciones. Se ajusta el pH de 7.2 a 7.5 utilizando HCL 8N (Sigma. Chem.



USA). v se afora a un volumen de final de 1000 ml. Esta solucion se esteriliza por medio
de filtros de membrana (Millipore) con un diametro 0.22 pm. la solucion se almacena a

una temperatura de cuatro grados centigrados hasta el momento de su uso.
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