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ABREVIATURAS

Ci Microcurie.
L Microlitro.
ACE Enzima convertidora de angiotensina. 
ATCC American Type Culture Collection.
CasNa Caseinato de Sodio.
Célula NK Célula natural asesina.
CFU o CFC Unidad Formadora de Colonias.
CMP Caseinomacropéptido. 
CPH Célula progenitora hematopoyética.
CPM Cuentas por minuto.
Cs-137 Cesio-137.
CSF Factor estimulador de colonias.
CTH Células tallo hematopoyéticas.
Epo Eritropoyetina.
FITC Isotiocianato de Fluoresceina.
G-CSF Factor estimulador de colonias de granulocitos.
GM-CSF Factor estimulador de colonias de granulocitos y macrófagos.
HC Hidrolizado de caseína.
IL-3 Interleucina-3.
IMDM Medio Iscove´s Modificado Dulbecco.
Kg Kilogramo.
LT-HSC Célula tallo hematopoyética-reconstituyente a largo plazo.
MCP-1 Proteína quimiotáctica de monocitos 1.
MCP-3 Proteína quimiotáctica de monocitos 3.
M-CSF Factor estimulador de colonias de macrófagos.
M-CSFR Receptor del M-CSF. 
mg Miligramo.
MIP-1ª Proteína inflamatoria de macrófagos 1-a.
MIP-1b Proteína inflamatoria de macrófagos 1-b.
mL Mililitro.
mM Milimolar.
ng Nanogramo.
PBS Amortiguador de fosfatos.
RANTES Factor expresado y secretado por linfocitos T normales.
RC Receptores de citocinas.
rmIL-3 Interleucina-3 recombinante de ratón.
Rpm Revoluciones por minuto.
RTC Receptores de tirosina cinasa.
SCF Factor de células tallo.
SFB Suero fetal bovino.
TGF Factor de crecimiento transformante.
TNF Factor de necrosis tumoral.
Tpo Trombopoyetina.
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RESUMEN

Desde varias décadas atrás surgieron evidencias de la participación de la Caseína (proteína más 

abundante de la leche) en la hematopoyesis, ya que una dieta desprovista de Caseína provoca 

mielosupresión, mientras que la Caseína restablece la hematopoyesis. Otros datos indican que 

puede activar a los leucocitos ya que la Caseína o su sal, el Caseinato de Sodio (CasNa), 

inyectada vía intraperitoneal en ratones o peces, inducen una respuesta inflamatoria, 

promoviendo inicialmente la migración de neutrófilos y posteriormente de macrófagos a la 

cavidad peritoneal. Nuestro grupo de trabajo mostró que el CasNa bloquea la proliferación a 

favor de la diferenciación de las células hematopoyéticas multipotenciales 32D de ratón, 

colocándolo como un inhibidor de la hematopoyesis.

A través del tiempo, la leche y sus derivados han sido reconocidos por su alto valor nutricional, 

pero además de este papel, las proteínas de la leche tienen importancia como una fuente potencial 

de péptidos biológicamente activos, ya que se les atribuyen efectos opioides (agonistas y 

antagonistas), antihipertensivas, inmunomoduladores, antibacterial, antitrombóticos, 

antitumorales entre otros, pero su papel en la hematopoyesis es poco conocido, por lo que este 

trabajo tiene como finalidad, evaluar la participación del hidrolizado de caseína (HC), CasNa y 3 

péptidos de -caseína, como moduladores de la proliferación y diferenciación de las líneas 

celulares 32D y WEHI-3. 

Los resultados demuestran que el CasNa, HC y el fragmento peptídico 25-34 de -caseína, tienen 

la propiedad de bloquear la proliferación de la línea hematopoyética multipotencial de ratón 32D, 

y de la línea leucémica mielomonocítica WEHI-3, y de inducir la diferenciación hacia el linaje 

monocito-macrófago y granulocito-neutrófilo. El fragmento peptídico 35-41 de -caseína reduce 

la proliferación en ambas líneas celulares e induce la diferenciación hacia el linaje monocito-

macrófago en células 32D, y en células WEHI-3 lo hace hacia el linaje granulocito-neutrófilo, 

mientras que el fragmento peptídico 58-61 no tiene efecto en la proliferación de ninguna de las 

dos líneas, pero induce diferenciación hacia el linaje granulocito-neutrófilo en ambas líneas 

celulares. Esta reducción de la proliferación no se debe a un posible efecto citotóxico de las 

moléculas.



Resumen

3

Con base en lo anterior se puede concluir que el CasNa, HC y los fragmentos peptídicos 25-34, 

35-41 y 58-61 de -caseína modulan la proliferación y diferenciación tanto de las células 

hematopoyéticas normales como de las células leucémicas. Por tanto, con estos resultados surge 

la necesidad de plantear la posibilidad de que la leche, vía péptidos de caseína, puede modular la 

hematopoyesis in vivo, por lo que sería interesante identificar con exactitud el o los péptidos 

implicados.
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MARCO TEÓRICO

HEMATOPOYESIS
Las células sanguíneas maduras presentes en la circulación, desempeñan una gran variedad de 

funciones fundamentales para el organismo, los eritrocitos transportan el oxígeno, las plaquetas 

participan en el control de la coagulación sanguínea, mientras que los granulocitos, monocitos y 

linfocitos intervienen en la defensa inmunitaria contra los agentes extraños (Zambrano et al.,

1999). Estas células tienen periodos de vida relativamente cortos muriendo por senescencia o 

durante el desarrollo de sus funciones normales (Hughes-Jones & Wickramasingh, 1991). La 

pérdida de las células sanguíneas es rápidamente equilibrada por la formación de nuevas células 

sanguíneas, mediante el proceso conocido como hematopoyesis (haima-sangre; poyesis-

producción) (Orkin, 1995).

La hematopoyesis en el humano inicia en el saco vitelino durante los primeros días de desarrollo 

prenatal, posteriormente las células del saco vitelino migran hacia el hígado, timo y el bazo fetal, 

convirtiéndose en los principales órganos hematopoyéticos en el segundo trimestre de desarrollo 

(Toles et al., 1989), finalmente la actividad hematopoyética pasa a la médula ósea fetal hacia el 

tercer trimestre (Morrison et al., 1985; Yorder, 2001). La médula ósea después del nacimiento es 

el principal sitio hematopoyético en el individuo. Durante los primeros cuatro años de vida, la 

médula ósea de todos lo huesos contribuye a la hematopoyesis (Munker et al., 1998). 

Posteriormente en la vida adulta, la hematopoyesis queda restringida a ciertos sitios que son: los 

huesos pélvicos, la columna vertebral, las regiones proximales de fémur y el húmero, el cráneo y 

el esternón (Hughes & Wickramasingh, 1991).

Las células sanguíneas se desarrollan dentro de un ambiente particular llamado microambiente 

hematopoyético (Prosper et al., 2001). El microambiente hematopoyético está compuesto de un 

componente celular y un componente proteíco, el cual está constituido por distintos tipos 

celulares y proteínas extracelulares. Las células que constituyen de manera permanente el 

microambiente hematopoyético conocidas como células del estroma medular o estromales, son 

principalmente fibroblastos, macrófagos, células endoteliales, osteoblastos, adipositos y células 

accesorias (monocitos, linfocitos y células NK) denominadas así por estar de manera transitoria 

en el microambiente. 
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La principal función de las células estromales es promover el microambiente propicio para 

favorecer la sobrevivencia, proliferación y diferenciación de las células hematopoyéticas de los 

diferentes linajes hematopoyéticos (Linaje mieloide: eosinófilos basófilos, neutrófilos, 

granulocitos, monocito-macrófagos, megacariocitos y eritrocitos; Linaje linfoide: Linfocitos T y 

B). Éstas células principalmente secretan proteínas (componente proteíco) como la colágena, 

fibronectina, laminina y proteoglicanos que constituyen la matriz extracelular, o proteínas 

conocidas como citocinas o factores de crecimiento (HGF por sus siglas en ingles Hematopoietic 

Growth Factor) que regulan la fisiología de las células hematopoyéticas y sus precursores 

(Munker et al., 1998; Prosper et al., 2001). 

La hematopoyesis es sustentada a partir de la proliferación y diferenciación de un grupo de 

células conocidas como células tallo hematopoyéticas (CTH) (Orkin, 1995). Estas células son 

pequeñas y con poco citoplasma, se concentran principalmente en el estroma de la médula ósea, 

se caracterizan por su alta capacidad proliferativa y de auto-renovación (Ogawa & Matsunaga, 

1999; Orlic & Bodine, 1994), así como por la ausencia de características morfológicas o 

histoquímicas, propias de las células maduras o comprometidas hacia algún linaje celular. En 

condiciones normales la mayoría de estas células se encuentran quiescentes (Fase Go del ciclo 

celular). Estas células son consideradas totipotenciales, dado que son susceptibles de 

comprometerse hacia cualquiera de los linajes celulares sanguíneos mieloides y linfoides, cuando 

son estimuladas con la combinación de diferentes citocinas (Morrison et al., 1995; Ogawa, 1993), 

además tienen la capacidad para reconstruir la hematopoyesis a corto y largo plazo, en individuos 

mielosuprimidos después de una quimioterapia (Morrison et al., 1995), y solo constituyen menos 

del 0.005% de las células mononucleadas en médula ósea. 

Las células progenitoras hematopoyéticas (CPH) derivan de las CTH, incapaces de 

autorrenovarse y con características de pluripotencialidad, bipotencialidad y monopotencialidad, 

generan gran cantidad de células sanguíneas maduras requeridas por el organismo, constituyen el 

0.15% de las células de la médula ósea. Cuando los progenitores multilinaje son estimulados 

apropiadamente, generan colonias en cultivos semisólidos, generalmente se les denomina unidad 

formadora de colonias (CFU o CFC). Dentro del linaje mieloide se reconocen a las unidades 

formadoras de colonias eritroides (CFU-E), las células formadoras de colonias de eosinófilos 
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(CFU-Eo), de basófilos (CFU-Ba), de megacariocitos (CFU-Mk), y la única célula considerada 

bipotencial que da origen a macrófagos y granulocitos (CFU-GM) y de células dendríticas (CFU-

Dc) (Akashi et al., 2000). Con relación al linaje linfoide se considera que las células Pre-T y Pre-

B derivan directamente de los linajes LT-HSC que pueden provenir de los CFU-S (Dexter, 1989).

Las células precursoras corresponden a las etapas finales de diferenciación, componen más del 

99.5% de las células presentes en médula ósea, y pueden ser reconocibles fácilmente por su 

morfología, además, existe una notable o total disminución en su capacidad proliferativa.

Las células maduras representan el último estadio de diferenciación de los elementos 

hematopoyéticos, las cuales sufren una dramática especialización, se identifican fácilmente por su 

morfología, dan origen a las células sanguíneas circulantes, son varios tipos de células 

completamente distintas en apariencia y con funciones específicas (Munker et al., 2000). Este 

modelo de clasificación indica que existe una jerarquización hematopoyética, en donde las 

células tallo son los elementos más primitivos que dan lugar a la formación de todos los 

constituyentes del sistema hematopoyético (Figura 1).

La capacidad de proliferación es muy acentuada en las células tallo, prácticamente se reduce a la 

mitad en el compartimiento de las células progenitoras comprometidas y es extremadamente 

reducida o nula en el compartimiento de las células maduras, mientras el grado de diferenciación 

es inverso (Dexter, 1989).

Una pérdida en el control de la proliferación de las células tallo puede traducirse en un descontrol 

de la hematopoyesis total, como por ejemplo la proliferación sin control de las células tallo 

hematopoyéticas termina en el desarrollo de una leucemia, también conocida como cáncer de 

sangre (Passegué et al., 2003).
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Líneas Celulares

El estudio de la hematopoyesis normal se ha facilitado gracias a la obtención de clones de líneas 

hematopoyéticas multipotenciales “normales”. Las líneas celulares normales pueden cultivarse 

por tiempo indefinido pero retienen la capacidad de diferenciarse a múltiples linajes celulares 

mieloide y linfoide.

La línea celular 32D, dependiente de interleucina-3 (IL-3), fue establecida por cultivo a largo 

plazo de médula ósea de ratón C3He/J inyectado con el virus de la leucemia murina Friend 

(Ahmed et al., 1999), a pesar de liberar al medio cantidades detectables de trancriptasa reversa, 

no libera virus infectivos y además no induce tumores cuando son transferidas a hospederos 

histocompatibles. Por lo tanto la línea 32D es considerada como una población celular 

inmortalizada, no maligna y ampliamente usada como modelo en el estudio de la hematopoyesis 

(Greenberger et al., 1983). Dentro de la jerarquización hematopoyética las células 32D son 

clasificadas como células progenitoras hematopoyéticas multipotenciales.

Un ejemplo de línea leucémica, lo constituye la línea celular leucémica mielomonocítica de ratón 

WEHI-3 que crece en cultivo desde enero de 1974, establecida de sangre periférica de ratón, 

secreta al medio CSA (colony-stimulating activity) (Ralph et al., 1976, 1977), lisozima (LZM) e 

interleucina-3 (IL-3). Sin embargo su crecimiento es inhibido por 4 ng/mL de LPS; la 

administración de sulfato dextran de 30-40 g/mL también inhibe su crecimiento. Dentro de la 

jerarquización hematopoyética las células WEHI-3 son clasificadas como células 

hematopoyéticas inmaduras o progenitoras mielomonocíticas, y es ampliamente empleada en el 

estudio del control de la proliferación y diferenciación de células leucémicas.
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HEMATOPOYESIS

Figura 1. Modelo jerárquico de la Hematopoyesis. Células Hematopoyéticas Progenitoras y Maduras.
(Tomado y modificado de Schering Plough- SANDOZ)
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CITOCINAS HEMATOPOYÉTICAS

El control de la hematopoyesis es regulado por una serie de proteínas o glicoproteínas (Metcalf, 

1998), que son de bajo peso molecular (por lo general menos de 30 kDa). Aunque existen 

muchos tipos de células productoras de citocinas, dentro del sistema inmune natural los 

macrófagos son las células más comprometidas en la síntesis de citocinas, mientras que en el 

sistema inmune específico son las células T colaboradoras. Dentro de las citocinas se agrupan: 

interleucinas, quimiocinas, interferones, factores estimuladores de colonias, factores de 

crecimiento, factores de necrosis tumoral (Aguirre de Avalos, 2002). Estos moduladores ejercen 

su actividad de manera autócrina, parácrina ó endócrina, con efectos variables que comprenden la 

modulación de la respuesta inmune, el crecimiento y diferenciación de las células 

hematopoyéticas, la regeneración tisular y la angiogénesis entre otros.

Los cultivos in vitro del tejido hematopoyético a largo plazo ha permitido establecer que la 

hematopoyesis se sostiene debido a que las células integrantes del estroma secretan diversas 

citocina tales como Interleucinas (IL) (IL-1, IL-1, IL-2, IL-3, IL-7, IL-10, IL-13, entre otras), 

factores estimuladores de colonias (CSF) ya sea de tipo granulocito-macrófago (GM-CSF), de 

macrófagos (M-CSF) o de granulocitos (G-CSF), así como el factor de células tallo (SCF), factor 

de necrosis tumoral (TNF), ó factor de crecimiento transformante (TGF) (Quesenberry & Levitt, 

1979). Dentro de las citocinas producidas por las células del microambiente, existen algunas que 

actúan predominantemente como estimuladores de la hematopoyesis; otras, en cambio, actúan 

como inhibidores, pero en condiciones normales, existe un balance entre las citocinas 

estimuladoras e inhibidoras, lo que da como resultado la producción controlada de células 

sanguíneas (Tabla 1). Funcionalmente presentan retrorregulaciones positivas y negativas entre sí 

y por lo general no actúan solas sino con otras citocinas producidas por la misma célula, 

pudiendo inducir, potenciar o inhibir la producción de otras citocinas y/o modular negativa o 

positivamente los efectos de dichas citocinas. 

Por otro lado, al actuar sobre diferentes tipos celulares, ejercen múltiples efectos (pleiotropía) e 

igualmente comparten muchos de ellos (redundantes), producen un efecto que se potencia 

mutuamente (sinergismo), pero también existe bloqueo mutuo de sus efectos (antagonismo) o

algunas citocinas tienen un efecto relativamente específico sobre un linaje. 
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La producción de las citocinas suele ser breve (transitoria), limitada al lapso de tiempo que dura 

el estímulo (Aguirre de Avalos, 2002).

Entre la investigación de citocinas en las actividades de las células hematopoyéticas se ha 

reportado que la administración in vivo de G-CSF, Epo o Tpo, tienen efectos relativamente 

específicos en la producción de granulocitos, eritrocitos o plaquetas respectivamente (Socolovky 

et al., 1998), en contraparte GM-CSF, IL-3 y SCF, actúan sobre progenitores de varios linajes, 

incluyendo células primitivas (Barreda et al., 2004).

Para que los factores de crecimiento hematopoyético ejerzan su actividad deben unirse a 

receptores específicos sobre las células blanco. La formación del complejo ligando receptor trae 

como consecuencia el desencadenamiento de señales intracelulares a través de la activación de 

tirosina cinasas, dando como resultado final la activación celular y una determinada respuesta 

biológica. En general, los receptores para citocinas tienen un dominio extracelular de unión al 

ligando, un dominio transmembranal y un dominio citoplasmático. 

Con base en la homología de los dominios relevantes en la transducción de señales de los 

receptores, se han dividido en dos grupos principales: la familia de receptores de tirosina cinasa 

(RTC) y los receptores de citocinas (RC). Los primeros tienen un dominio citoplasmático con 

actividad de tirosina cinasa responsable directo de iniciar las señales intracelulares. Los RC a 

pesar de que no se les conoce un sitio evidente de actividad tirosina cinasa, la unión de su ligando 

induce la fosforilación de tirosina de varias fosfoproteínas celulares (Hallek, 1995).

Principales tipos de respuesta por la acción de las citocinas

Generalmente actúan como mensajeros intercelulares produciendo: 

1.- Activación de los mecanismos de inmunidad natural.

a) Activación de macrófagos y otros fagocitos, de las células NK, de los eosinófilos, 

inducción de la síntesis de proteínas de fase aguda en el hígado. 

2.- Activación y proliferación de células B, hasta su diferenciación a células plasmáticas 

secretoras de anticuerpos.
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3.- Intervención en la respuesta celular específica.

4.- Intervención en la reacción de inflamación, tanto aguda como crónica.

5.- Control de los procesos hematopoyéticos de la médula ósea.

6.- Reparación tisular.
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CITOCINAS

Citocina
Peso 

Molecular 
(Kd)

Origen Principales efectos

INTERLEUCINAS
IL1-

IL-1
15-17 Monocitos-Macrófagos.

Fiebre (pirógeno endógeno), sueño, anorexia, inflamación, 
expresión de CD 54 en las células endoteliales y liberación del 
factor tisular, activación linfocitaria, producción de IL-6 Y CSF.

IL-2 15-15 Células T.
Induce la proliferación de la célula T, coestimula la proliferación y 
diferenciación de la célula B.

IL-3 14-28 Células T, Mastocitos.
Potencia a las NK y LAK (agresoras activadas por linfoquinas); 
activa la hematopoyesis.

IL-4 20 Células T, Mastocitos.
Induce la proliferación del mastocito, proliferación de la célula 
hematopoyética pluripotencial.

IL-5 45 Células T, mastocitos.

Induce la proliferación de la célula T y la generación de LTC, 
coestimula la proliferación de la célula B, sinergiza con la IL-3 en 
la proliferación del mastocito, estimula la producción de Ig E e Ig 
G 4, induce la expresión y liberación de CD 23, la clase ll del CMH 

en la células B, cambia de TH a TH2.

IL-6 23-30 Monocitos, Fibroblastos. Induce la diferenciación de eosinófilos y la producción de Ig A.

IL-7 25
Células de la médula 
ósea y del estroma 
tímico.

Pirogénica, induce la proliferación de plasmocitomas e 
hibridomas, aumenta la producción de Ig, la clase l en los 
fibroblastos, acción con la IL-2 en la producción de proteínas de 
fase aguda por los hepatocitos, acción sinérgica con la IL-3 en la 
producción de la célula hematopoyética, induce la diferenciación 
del LTc, Induce la proliferación de las células pro y pre-B de los 
linfocitos inmaduros.

IL-8 (quimioquina) 6.5
Monocitos, células 
endoteliales, macrófagos 
alveolares, fibroblastos.

Induce la quimiotaxis y activación de neutrófilos y células T.

IL-9 30-40 ? ?

IL-10 17-21 Células T.
Induce la proliferación de algunas células T, potencía la 
proliferación del mastocito inducida por la IL-3.

IL-11 24
Células T, células B 
activadas y monocitos.

Inhibe la activación del MAC, estimula la producción de células B 

y la producción de  Ac, estimula los mastocitos y cambia de TH a 

TH2.

IL-12 75
Células del 
microambiente 
hematopoyético.

Estimula la producción de Ac, acción sinérgica con la IL-3 en la 
producción de megacariocitos, estimula los progenitores del 
macrófago.

IL-13 10
Monocitos, macrófagos, 
algunas células B y 
mastocitos.

Activa a las NK para secretar IFN-gamma, cambia TH a TH1, 
inhibe la producción de Ig E inducida por la IL-4.

IL-14 ? Células T.
Induce la proliferación y diferenciación de células B e inhibe la 
producción de IL-1.

IL-15 14-15 Células B y macrófagos. Induce la secreción de Ig E.

IL-16 56 Células T. Induce la proliferación de las células B.

IL-17 20-30
Células no linfoides, 
musculares.

Induce la proliferación y citotoxicidad de las células NK, 
diferenciación de las células NK.

IL-18 ?
Células endoteliales y 
monocitos.

Inmunomodulatoria.

INTERFERONES

IFN- 18-20 Linfocitos.
Coestimula la producción de las células T, induce la secreción de 
la IL-6, IL-8 y G-CSF a partir de las células endoteliales, 
epiteliales y fibroblástica.

IFN- 20
Fibroblastos y células 
amnióticas.

Incrementa la expresión de  antígenos de clase I y II HLA. Y la 
actividad de células NK.
Induce el factor Inductor del IFN-gamma similar a la IL-1.

IFN- 20-25
Linfocitos CD 4+ y CD 
8+, células NK y Th 1. 

Posee efectos antivirales e inmunomodulatorios. Es quimiotáctico 
para monocitos y aumenta en ellos la expresión de HLA clase I.

Tabla 1. Citocinas que regulan la actividad biológica de las células hematopoyéticas, (Tomado de Aguirre de Avalos, 2002).



Marco Teórico

13

FACTORES DE NECROSIS TUMORAL (TNF)

TNF-
(caquectina)

17

Fibroblastos, células NK, 
neutrófilos, astrositos, 
células endoteliales y 
células del músculo liso.

Proinflamatorio, antitumoral. Agente neovascularizante y 
estimulante de la resorción ósea. 

TNF-

(linfotoxina)
25 Linfocitos. Ídem anterior.

FACTORES ESTIMULANTES DE COLONIAS (CSF)

GM-CSF 14-35
Células T, endoteliales, 
macrófagos, y 
fibroblastos.

Estimulación de proliferación y diferenciación de precursores 
mieloides, potencía las funciones de neutrófilos y monocitos 
maduros (lisis y fagocitosis).

G-CSF 18-22

Monocitos-macrófagos, 
células endoteliales, 
células T, neutrófilos y 
fibroblastos.

Estimula la proliferación y diferenciación de la línea de 
granulocitos-neutrófilos. Estimula la actividad de PMN maduros.

M-CSF 70-90
Monocitos-macrófagos, 
células endoteliales y 
fibroblastos.

Estimulación de diferenciación de precursores hematopoyéticos
hacia la línea monocítica. Funcionalidad de monocitos y 
macrófagos maduros.

Eritropoyetina 30

Células intersticiales 
peritubulares renales, 
hígado y macrófagos de 
médula ósea.

Regula la producción de eritrocitos en condiciones normales y 
recuperación post anémica.

Trombopoyetina 18-70
Hígado, riñón y músculo 
liso. En menor proporción 
en bazo y células ítem.

Estimula la proliferación y la diferenciación de las células 
progenitoras megacariocíticas. Aumenta la producción 
plaquetaria.

FACTORES ESTIMULADORES DEL CRECIMIENTO

PDGF Plaquetas.
Estimula la activación plaquetaria, principalmente actúa regulando 
mecanismos de adherencia.

TGF- 5-20
Monocitos, fibroblastos y 
células endoteliales.

Induce la proliferación de los progenitores de granulocitos y de 
monocitos, activa a los macrófagos, aumenta producción de 
Leucotrienos en el eosinófilo, actividad tumoricida del monocito. 
Induce la proliferación de granulocitos.

TGF- 25
Monocitos, fibroblastos y 
células endoteliales.

Induce la proliferación de monocitos.

FGF Tejido conectivo.
Proliferación de fibroblastos, síntesis de colágena y 
macromoléculas de matriz intersticial.

EGF
Células de lámina basal 
epidermal.

Crecimiento y diferenciación de epitelios.

ILGF-1
ILGF-2

55-70
Hígado y células del 
sincitiotrofoblasto 
respectivamente.

Promueve proliferación y diferenciación de múltiples tejidos 
contribuyendo al desarrollo corporal postnatal y embrionario.

QUIMIOCINAS
C (carece del 
primer y tercer 
residuo cisteína 
conservados) Ej.: 
LINFOTAXINA 
(LPTN)

Variable
Plaqueta, placenta, riñón, 
hueso, células T y B.

Induce la angiogénesis, la proliferación de los queratinocitos, la 
resorción ósea y la proliferación tumoral.

C-C varios Ej.: 
MIP-1a, RANTES, 
MIP-1b, 
EOTAXINAS, 
MCP-1 Y MCP-3

Variable
CD8 activados, 
mastocitos.

Induce la quimiotaxis de las células T y NK.

CXC (varios Ej.: 
IL-18, IP-10, SDF.

Variable Induce la quimiotaxis de las células T, NK, basófilos y eosinófilos.

Tabla 1. Citocinas que regulan la actividad biológica de las células hematopoyéticas, (Tomado de Aguirre de Avalos, 2002).
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CASEÍNA Y HEMATOPOYESIS

La leche contiene una gran cantidad de proteínas, como son, la caseína, albúmina, globulina, 

proteosa-peptonas y enzimas. La caseína es la principal proteína de la leche (representa del 75-80 

% del contenido proteíco total de la leche) (Meisel, 1997), se encuentra formada por micelas 

compuestas por cuatro clases de cadenas polipeptídicas designadas -s1, -s2,  y -caseínas 

(Eigel, 1984), que junto con algunos derivados formados por proteólisis de estas cadenas son 

incluidas en la categoría de caseínas (Belitz et al., 1999).

El Caseinato de sodio (CasNa) una sal de la caseína, que se obtiene disolviendo caseína en 

hidróxido de sodio y posteriormente sometido a evaporación, obteniendo un polvo blanco, sin 

sabor ni olor, soluble en agua y con un 65% de proteínas. Debido a su excelente valor nutricional 

es ampliamente utilizados en la industria alimenticia como fuente de proteínas en cereales y otros 

productos secos, especialmente en productos para bebé, productos dietéticos y para diabéticos 

(Walstra, 1989).

Desde hace ya varias décadas, surgen las primeras evidencias de la participación de la caseína en 

la hematopoyesis, particularmente porque una dieta desprovista de caseína provoca una 

mielosupresión, mientras que la adición de caseína la restablecía (Aschkenasy, 1971). En años 

posteriores se ha revelado que una dieta a partir de caseína induce la producción de eritropoyetina 

y con ello activa la eritropoyésis (Okano et al., 1992), otros datos indican que puede activar a los 

leucocitos ya que la sal de la caseína, el caseinato de sodio, inyectada vía intraperitonial en 

ratones o peces, inducen una respuesta inflamatoria, promoviendo inicialmente la migración de 

neutrófilos y posteriormente de macrófagos a la cavidad peritoneal (Passoti et al., 1993; Aranishi 

et al., 1997). 

Adicionalmente se ha reportado un incremento de la concentración de citocinas tipo factor 

estimulador de colonias de macrófagos (M-CSF) y de granulocitos (G-CSF), tanto en el suero 

como en el fluído de la cavidad peritoneal de ratones inyectados con CasNa (Lotem et al., 1985). 

Dentro de la investigación biomédica se ha observado que una dieta baja en caseínas incrementa 

la posibilidad de presentar tumores en colon de ratas (Tatsura et al., 1992) mientras que una dieta 

rica en caseínas protege contra el desarrollo del cáncer intestinal en ratas (McIntosch et al.,

1995).
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Por otra parte existen estudios que indican que la inyección de -caseína en ratas eleva la 

producción de anticuerpos (Wong et al., 1996). Además de que modula la proliferación de 

linfocitos (Monetini et al., 2003). Lo anterior muestra que las caseínas pueden regular al sistema 

inmune.

Por otro lado nuestro grupo de laboratorio ha proporcionado evidencias de que la inyección de 

CasNa en la cavidad peritoneal de ratón favorece la acumulación de granulocitos-neutrófilos y de 

macrófagos, aunque sólo induce la producción de M-CSF en los granulocitos, un factor que 

promueve la hematopoyesis (Santiago, 1994). También que el CasNa acelera la transición de 

granulocitos en banda a polimorfonucleares en forma similar al G-CSF, además de que induce la 

liberación de M-CSF en granulocitos (Bautista, 1998). Este conjunto de datos sugiere que el 

CasNa tiene la capacidad para inducir la liberación de citocinas. 

Otros datos en el laboratorio han dado evidencia de que el CasNa también modula la 

hematopoyesis. La adición del CasNa al cultivo de células 32D, una línea dependiente de 

interleucina-3 (IL-3) y ampliamente usada como modelo de estudio de la hematopoyesis 

“normal”, redujo la multiplicación celular en forma dosis-dependiente a pesar de la presencia de 

IL-3, además de inducir su diferenciación hacia el linaje monocito-macrófago (Ramos et al.,

2000), aunado a la inducción de la expresión del gen del M-CSF y su receptor c-fms (Ramos et 

al., 2004a).

De igual manera se demostró que los tres tipos de caseínas de la leche (alpha, beta y kappa 

caseína), frenan la proliferación de las células hematopoyéticas normal 32D y leucémicas de 

ratón WEHI-3 y que la -caseína inhibe en mayor medida la proliferación de las células WEHI-3 

que en la células 32D (Ramos, 2004b), además en las células 32D inducen la expresión del gen 

de M-CSF, c-fms, del receptor de GM-CSF pero no del ligando GM-CSF, y en las células WEHI-

3 inducen la expresión del receptor de GM-CSF (Melo, 2004). Además el CasNa induce la 

producción de TNF bioactivo en las células 32D (Ledesma, 2005). 

Finalmente, hasta el momento se ha demostrado que el CasNa induce la proliferación de células 

mononucleadas de médula ósea de ratón in vitro, lo cual sugiere que las caseínas regulan la 

hematopoyesis in vitro en forma diferencial.
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En experimentos in vivo se ha reportado que una dieta libre de caseína provoca una reducción en 

el peso de los ratones así como modificaciones al microambiente hematopoyético debido a 

alteraciones en la estructura de la matriz extracelular en médula ósea (Vituri, 2000). En nuestro 

grupo de trabajo la inyección de CasNa vía intraperitoneal, incrementó el número de células 

mononucleadas en médula ósea, además de aumentar el peso y tamaño del bazo, confirmado por 

un mayor índice esplénico, evidencia clara de que el CasNa activa la hematopoyesis medular y 

extramedular, in vivo (Lagunes, 2004).

Péptidos de la caseína 

En los años 70´s un grupo de investigadores, en Munich, detectaron fortuitamente una acción de 

tipo analgésico en un hidrolizado enzimático de la fracción proteíca de la leche. En la misma 

época, un equipo de estadounidenses demostraba de igual manera la presencia de este tipo de 

acción en diversos hidrolizados de proteínas alimentarias. Gracias a los trabajos iniciales llevados 

a cabo en Francia, se establecieron las secuencias completas de las proteínas de la leche y así fué

posible determinar rápidamente que unos fragmentos procedentes de las secuencias de las 

caseínas lácteas poseían una acción de tipo opiáceo, equivalente a las encefalinas endógenas. Lo 

anterior suscitó la publicación de numerosos trabajos durante los últimos años. Investigaciones 

posteriores pusieron en evidencia otros tipos de acciones biológicas vinculadas a los péptidos 

procedentes de secuencias de proteínas lácteas, a los cuales se les llamo “péptidos activos” o 

péptidos funcionales.

Un péptido es definido como una cadena corta de aminoácidos, obtenida por hidrólisis de una 

proteína, cuyo componente básico son los aminoácidos. Durante la digestión de las proteínas, las 

enzimas proteolíticas gastrointestinales liberan péptidos, luego las peptidasas degradan los 

péptidos en aminoácidos que son absorbidos por la mucosa intestinal. No obstante, es sabido que 

algunos fragmentos son parcialmente resistentes a los procesos de hidrólisis, y una fracción de 

estos compuestos es susceptible de ser absorbida en cantidades fisiológicamente activas (Fox et 

al., 1992; Tirelli et al., 1997). 
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Los mecanismos de la absorción son poco conocidos y representan una fase clave en la 

comprensión del papel fisiológico de los péptidos, además de que su secuencia de aminoácidos 

resulta crucial para la actividad a desempeñar.

En general los péptidos funcionales son pequeños, excepto el Caseinomacropéptido (CMP), que 

contiene 64 aminoácidos, su reducido tamaño, sumado al hecho de que son hidrófobos explicaría 

su fácil absorción.

Por siglos, la leche ha sido considerada como alimento de consumo humano en particular para 

recién nacidos. Principalmente la atención se ha centrado en analizar si las proteínas de la leche 

como caseína, -lactoalbúmina, -lactoglobulina y lactoferrina, tienen actividades biológicas 

adicionales a la nutrición (Lönnerdal, 2003).

Desde hace algunos años, varios autores han descrito péptidos bioactivos provenientes de las 

proteínas de la leche. Entre ellos se encuentran derivados de la caseína como las casomorfinas, 

glicomacropéptidos y fosfopéptidos, casoxinas casokininas, casoplatelinas, isracidina e 

inmunopéptidos (Meisel y Bockelmann, 1999). Estos péptidos, pueden ser liberados por 

proteólisis enzimática como por ejemplo durante la digestión gastrointestinal o en el caso de los 

productos fermentados por acción proteasa del cultivo responsable de la fermentación. 

Es interesante que algunos fragmentos son parcialmente resistentes a los procesos de hidrólisis, y 

una fracción de estos compuestos es susceptible de ser absorbida en cantidades fisiológicamente 

activas después de consumir leche o productos fermentados (Chabance, 1998). Una vez liberados 

pueden actuar como compuestos reguladores con actividad semejante a hormonas (Meisel, 1997). 

Se tiene un creciente interés en el estudio de la relación entre la nutrición e inmunidad, 

sustentados en la hipótesis de que algunos alimentos específicos puedan reducir susceptiblemente 

el establecimiento y/o la progresión de enfermedades inmunológicas (Kilara et al., 2003). Lo cual 

eleva la posibilidad de que las proteínas de la leche puedan tener mayor importancia fisiológica 

como recurso potencial de péptidos biológicamente activos (Sandré et al., 2001) que pueden ser 

usados en el tratamiento de algunas enfermedades. 
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Se ha demostrado que los péptidos activos de la leche tienen actividades biológicas muy variadas 

que van desde la actividad opioide, a ligar y transportar metales (Vegarud et al., 2000), también 

son antihipertensivos, inmunomoduladores, antitrombóticos, antimicrobiales y protectores 

gástricos (Tabla 2).

Actividades Generales

La molécula completa de caseína tiene actividad inmunomoduladora, sin embargo también en el 

hidrolizado de caseína obtenido de la digestión en el tracto digestivo o de digestión enzimática in 

vitro se obtienen péptidos bioactivos incluyendo propiedades inmunomoduladoras (Gill et al.,

2000). Así se ha reportado que el hidrolizado enzimático de caseína inyectado en ubre de vaca 

tiene la capacidad de inducir la acumulación de granulocitos en el sitio de inyección (Shamay et 

al., 2003), además de que los péptidos de caseína liberados en tracto digestivo activan la 

respuesta inmune (Lahov & Regelson, 1996; Chabance et al., 1998). 

Este conjunto de datos nos indica que las caseínas no sólo son una fuente de nutrientes sino que 

también liberan péptidos con potencial inmunomodulador. Se han aislado numerosos péptidos 

con acción inmunomoduladora comprobada in vitro e in vivo, pero de manera in vivo, se ha 

podido constatar que el fragmento de -caseína, identificado bajo el nombre de isracidina protege 

a ratones y ovejas contra la bacteria Staphylococcus aureus, además les hace desarrollar una 

inmunidad a largo plazo contra el riesgo de infección (Lahov et al., 1996).

Se ha observado que ciertos fosfopéptidos derivados de la caseína bovina como el fragmento 59-

79 de -s1-caseína y el fragmento 1-25 de -caseína estimulan la producción de 

inmunoglobulinas en cultivos de células de bazo de ratón (Hata et al., 1998). Este conjunto de 

datos indica que las caseínas así como los péptidos liberados en la digestión enzimática, tienen 

potencial inmunomodulador, sin embargo, se desconoce si los péptidos modulan la 

hematopoyesis tal y como lo hacen las caseínas.

El análisis del papel de los péptidos funcionales con efecto antimicrobiano, in vitro, se constató 

una inhibición del crecimiento de cepas patógenas en presencia de fragmentos de -caseína

(Tomita et al., 1994; Zucht et al., 1995).
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El fragmento 165-203 de la -caseína tiene propiedades antibacteriales y es conocido como 

Casocidina-1, este inhibe el crecimiento de Escherichia coli y Staphylococcus carnosus su 

actividad parece estar relacionada con su carga neta positiva (Zucht et al., 1995), puesto que 

péptidos catiónicos matan a los microorganismos sensibles incrementando la permeabilidad de la 

membrana (Meisel, 1997).

Los péptidos antitrombóticos derivados de -caseína de la leche de vaca, llamados casoplatelinas, 

son inhibidores de la agregación de plaquetas, poseen una acción antitrombótica debido a que se 

han observado similitudes estructurales entre la cadena gamma del fibrinógeno y las secuencias 

peptídicas; por su analogía estructural, entran en competencia con la cadena gamma del 

fibrinógeno por los receptores de plaquetas, inhibiendo de esa forma su agregación (Jolles et al.,

1986).

Se ha detectado principalmente en secuencias de -caseína y -s1-caseína bovina, péptidos con 

una acción antihipertensiva por inhibición competitiva de la enzima convertidora de angiotensina 

(ACE), la cual cataliza tanto la producción del vasoconstrictor angiotensina II y la inactivación 

del vasodilatador bradikinina (Yamamoto, 1997). En otros estudios, se ha notado un efecto de 

disminución de la presión arterial, por ejemplo, los péptidos procedentes de leche fermentada con 

Lactobacillus helveticus, ingeridos por ratas hipertensas, hicieron bajar su presión arterial. Así

mismo, una sola dosis de leche fermentada con Lactobacillus helveticus y Saccharomyces 

cerevisiae ingerida por ratas hipertensas a razón de 5 mL/Kg provocó una baja de la presión 

sistólica, mientras que no causo ningún efecto en ratas normales (Nakamura et al., 1995). En el 

hombre se administró la misma leche fermentada con Lactobacillus helveticus a sujetos 

hipertensos a razón de 95 mL diarios durante 8 semanas y se constató idéntico resultado, una 

reducción significativa de la presión sistólica respecto al grupo testigo que ingería leche 

acidificada a modo de placebo (Yamamoto, 1997). 

El papel antitumoral de 90-95 -casomorfina derivado de la -caseína, de 1-5 -casomorfina y 

de 1-7 -casomorfina de la -caseína ha sido mostrado in vitro disminuir la proliferación de 

líneas celulares de cáncer de seno y próstata (Kampa et al.,1996; Hatzoglou et al., 1996).
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La acción de tipo opiáceo de algunos péptidos de la leche fueron las primeras propiedades 

descubiertas. En el hombre tras la ingestión de leche de vaca, se han detectado casomorfinas en el 

contenido del intestino delgado (Svedberg et al., 1985) además se encontraron péptidos con 

acción opiácea en el estómago y en el duodeno (Chabance et al., 1998) pero aún no se les ha 

hallado en la fase siguiente, es decir en la sangre, tras una ingestión alimentaria. Cabe señalar que 

se ha observado la acción in vitro de los antagonistas opiáceos, es decir, opuesta a los efectos 

anteriores, con fragmentos de -s1-caseína fragmento 158-164 (exorfina ó casoxina D) 

(Teschemacher et al., 1997; Meisel, 1997) y de -caseína llamadas casoxinas, estos corresponden 

a los fragmentos 25-34 (casoxina C), 35-41(casoxina A), y 58-61 de -caseína (casoxina B) 

(Chiba et al., 1989). Por consiguiente, es posible obtener a partir de la misma proteína, péptidos 

con efecto inverso.
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Secuencia peptídica Fragmento Nombre Actividad Biológica

YPFPGPIPNSL -CN(f60-70) -Casomorfina-11 Opioide

YPFPGPI -CN(f60-66) -Casomorfina-7 Opioide, Inhibidor de angiotensina

YPFPG -CN(f60-64) -Casomorfina-5 Opioide

YVPXP  S -CN(f158-162)  S1 -Casomorfina Opioide

RYLGYL  S1 -CN(f90-95) -caseína Opioide

RYLGYLE  S1 –CN(f90-96) -caseína Opioide

YGLF -LA(f50-53) -Lactorfina Opioide, Inhibidor de angiotensina

YLLF -LG(f102-105) -Lactorfina Opioide, Inhibidor de angiotensina

YGFQNA SA(f399-404) Serorfina Opioide

SRYPSY.OCH3 -CN(f33-38) Casoxina 6 Antagonista Opioide

YIPIQYVLSR -CN(f25-34) Casoxina C Antagonista Opioide

YL -LG(f102-103) Lactokinina Inhibidor de angiotensina

ALPMHIR -LG(f142-148) Lactokinina Inhibidor de angiotensina

VPP -CN(f84-86) -Casokinina Inhibidor de angiotensina

IPP -CN(f74-76) -Casokinina Inhibidor de angiotensina

AVPYPQR -CN(f177-183) -Casokinina-7 Inhibidor de angiotensina

FFVAPFPEVFGK  S1 –CN(f23-34)  S1 -Casokinina Inhibidor de angiotensina

FFVAP  S1 –CN(f23-27)  S1 –Casokinina-5 Inhibidor de angiotensina

FPEVFGK  S1 –CN(f28-34)  S1 –Casokinina-7 Inhibidor de angiotensina

VAP  S1 –CN(f25-27)  S1 -Casokinina Inhibidor de angiotensina

YQQPVLGPVR -CN(f193-202) -Casokinina-10
Inhibidor de angiotensina, 

Inmunomodulador

TTMPLW  S1 –CN(f194-199)
 S1 -

Inmunocasokinina

Inhibidor de angiotensina, 

Inmunomodulador

PGPIPN -CN(f63-68) Inmunopéptido Inmunomodulador

LLY -CN(f191-193) Inmunopéptido Inmunomodulador

YG
-LA(f50-51) (f18-

19)
-CN(f38-39)

Inhibidor de angiotensina, 

Inmunomodulador

YGG -LA(f18-20) Inmunopéptido Inmunopéptido

RELEELNVPGEIVES*LS*S*S*EESITR -CN(f1-25)4P Caseinofosfopéptido Ligar Calcio

DIGS*ES*TEDQAMEDIM  S1 –CN(f43-58)2P Caseinofosfopéptido Ligar Calcio

QMEAES*IS*S*S*EEIVPNS*VEQK  S1 –CN(f59-79)5P Caseinofosfopéptido Ligar Calcio

FKCRRWQRMKKLGAPSITCVRRAF LF(f17-41) Lactoferricina Antimicrobial

MAIPPKKNQDK -CN(f106-116) Casoplatelina Antitrombótico

Fosfoserina = S*

Tabla 2. Ejemplo de péptidos bioactivos encontrados en las proteínas de la leche. (Adaptado de Meisel, 1999).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El CasNa es una sal de la caseína y tiene la capacidad de modular la proliferación y 

diferenciación de las líneas celulares 32D y WEHI-3, además de inducir la acumulación de 

granulocitos in vivo en el sitio de inyección (Santiago, 1994). Cuando la caseína es expuesta a 

enzimas proteolíticas, se obtiene un hidrolizado de caseína, y este hidrolizado también induce la 

acumulación de granulocitos en el sitio de inyección (Shamay et al., 2003), lo cual sugiere que el 

CasNa y el hidrolizado de caseína pudieran tener un efecto biológico similar, incluyendo la 

modulación de la hematopoyesis. Además de que los péptidos de caseína liberados en tracto 

digestivo activan la respuesta inmune (Lahov y Regelson, 1996; Chabance et al., 1998). Este 

conjunto de datos indica que las caseínas así como los péptidos liberados en la digestión 

enzimática, tienen potencial inmunomodulador, sin embargo, se desconoce si los péptidos 

modulan la hematopoyesis al nivel como lo hacen las caseínas.

Por lo anterior, en el presente trabajo se pretende mostrar que el hidrolizado de caseína, al igual 

que el CasNa bloquea la proliferación e induce diferenciación de las células 32D y WEHI-3. 

Adicionalmente se explora la posibilidad de que los fragmentos peptídicos 25-34, 35-41 y 58-61 

obtenidos de -caseína pueden ser algunos de los responsables del bloqueo de la proliferación e 

inductores de la diferenciación contenidos en el hidrolizado de caseína. Este estudio no solo es 

importante porque se amplía el conocimiento básico sobre la regulación de la hematopoyesis, 

sino que también puede proporcionar información útil para relacionar proteína dietética con la 

respuesta inmune, lo cual se puede reflejar en la salud de los individuos y ayudar a encontrar 

alternativas para solucionar los problemas de una hematopoyesis anormal.
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HIPÓTESIS

Las caseínas y el caseinato de sodio (CasNa) inhiben la proliferación de la línea hematopoyética 

multipotencial 32D y de la línea leucémica mielomonocítica WEHI-3, ambas de ratón. 

Se sabe que el hidrolizado de caseína puede activar el sistema inmune, por lo que, se espera que 

el hidrolizado de caseína también module la proliferación y diferenciación de las células 32D y 

WEHI-3, sin afectar su viabilidad tal y como lo hace el CasNa, de igual manera se espera que los 

fragmentos peptídicos 25-34, 35-41 y 58-61 provenientes de la secuencia de aminoácidos de la -

caseína, pudieran modular la hematopoyesis.
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OBJETIVOS

General:

Evaluar la participación del hidrolizado de caseína (HC) y los fragmentos peptídicos 25-34, 35-

41 y 58-61 de -caseína como moduladores de la proliferación y diferenciación en la línea celular 

mieloide normal 32D y la línea leucémica WEHI-3.

Particulares:

 Evaluar el efecto del HC en la proliferación de las células 32D y WEHI-3.

 Evaluar el efecto de los fragmentos peptídicos 25-34, 35-41 y 58-61 de -caseína en la 

proliferación de las células 32D y WEHI-3.

 Evaluar la viabilidad de las células 32D y WEHI-3 tratadas con HC, CasNa y los 

fragmentos peptídicos 25-34, 35-41 y 58-61 de k-caseína.

 Determinar si el HC, CasNa y los fragmentos peptídicos 25-34, 35-41 y 58-61 de -

caseína inducen diferenciación de las células 32D y WEHI-3.
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MATERIALES Y MÉTODOS

A. Líneas celulares.

En este trabajo se empleó la línea hematopoyética mieloide multipotencial de ratón 32D 

dependiente de Interleucina–3 (IL-3), la cual fue donada por la Dra. T. Hoang (Laboratory of 

Hematopoyesis and Leukemia, Montreal Canadá.). Las células se cultivaron en medio Iscove´s 

Modified Dulbecco´s (IMDM) (Gibco BRL NY, USA) (Apéndice A), suplementado con 10% de 

suero fetal bovino (SFB) previamente inactivado a 56ºC (HyClone UTA, USA) (Apéndice A), 

adicionando 0.5 ng/mL de IL-3 recombinante de ratón (rmIL-3) (R&D System, Minneapolis, 

USA) (Apéndice A), a una temperatura de 37°C, en una atmósfera al 5% de CO2 (Freshney R, 

1994). Cada resiembra se realizó con 1 X 105 células/mL, en cajas Petri (Fisher Brand, Denmark) 

cada 48 horas. La línea leucémica mielomonocítica de ratón WEHI-3, fue adquirida en la 

American Type Culture Collection TIB-68 (ATCC TIB-68), se cultivó bajo las mismas 

condiciones que la línea 32D a excepción de la adición de IL-3, pero suplementada con -

mercaptoetanol 0.05 mM, resembrada a una densidad de 3 X 104 células/mL, cada 48 horas.

B. Cultivos bajo tratamiento de las células 32D y WEHI-3.

Para evaluar el efecto del hidrolizado de caseína (HC) (Sigma, USA) y el caseinato de sodio 

(CasNa) (Difco Lab., Detroit, Michigan USA), primero se prepararon las soluciones, 

solubilizando al CasNa y el HC en PBS (Buffer de fosfatos) (Apéndice A), al 10% (p/v), 

posteriormente se esterilizaron por medio de autoclave. Los cultivos celulares se realizaron en 

placas de 96 pozos fondo plano (Corning NY, USA), con una densidad inicial de 2 x 104 células/ 

mL e IL-3 [0.5ng/mL], todo bajo las condiciones de cultivo antes mencionadas, posteriormente se 

adicionaron diferentes dosis de hidrolizado de caseína o CasNa y se incubó por 72 horas, además 

se incluyeron cultivos con 4 microlitros (L) de PBS (como control del experimento), con cuatro 

repeticiones por condición. Una vez transcurrido el tiempo se evaluó la proliferación celular. 
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En el caso de las células WEHI-3, los cultivos celulares se realizaron en placas de 24 pozos fondo 

plano, tratadas para ultra no-adherencia (Corning NY, USA), con una densidad inicial de 2 x 103 

células/mL y suplementada con -mercaptoetanol (0.05 mM), utilizando diferentes dosis de 

CasNa e hidrolizado de caseína, bajo las mismas condiciones de cultivo y tiempo de 72 horas de 

incubación. Para evaluar el efecto del hidrolizado de caseína y del CasNa en la proliferación de 

las células 32D y WEHI-3, se estimó el número celular por conteo directo de cada ensayo, se 

resuspendió y se tomo una alícuota que posteriormente se colocó en una cámara de Neubauer, 

para evaluar el número celular bajo un microscópico de luz (Carl Zeiss), estimando así la 

densidad celular. Paralelamente se determinó la viabilidad celular por la técnica de exclusión al 

azul tripano (Sigma, USA), utilizando una porción 1:1 de colorante y de muestra celular, para 

proceder a evaluar la diferencia entre células muertas y vivas (Una célula viable tendrá el 

citoplasma refringente mientras que una célula no viable tendrá el citoplasma azul). El efecto en 

la proliferación celular fue confirmado con incorporación de timidina tritiada.

Efecto de los fragmentos peptídicos 25-34, 35-41 y 58-61 de -caseína en las células 32D y 
WEHI-3.

Para evaluar el efecto de los péptidos de -caseína, (Sigma USA) (Tabla 2), primero se 

prepararon las soluciones solubilizando los péptidos de -caseína en PBS, para obtener una 

concentración stock de 50 mM, posteriormente se esterilizaron mediante radiación con Cesio-137 

(Cs-137) a 10,000 rads por espacio de 27 minutos.

Los cultivos celulares se realizaron en placas de 96 pozos fondo plano (Corning NY, USA), con 

una densidad inicial de 2 x 104 células/mL en células 32D e IL-3 a [0.5 ng/mL], todo bajo las 

condiciones de cultivo antes empleadas, se realizaron ensayos de curvas dosis-respuesta, por lo 

que las concentraciones de péptidos aplicadas en los ensayos, fueron: de [0.0, 0.1, 0.5, 1.0, 1.5, 

2.0 mM] para el fragmento 58-61 de -caseína una vez transcurrido el tiempo se evaluó el 

número celular mediante un Hemocitómetro, en el caso de los fragmentos 25-34 y 35-41 de -

caseína se empleó un rango de concentraciones de [0.0, 0.00001, 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, 1.0 

mM], (El cero significa el cultivo control, condicionado con vehículo (PBS), la evaluación se 

realizó mediante la incorporación de 3H-timidina. 
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El tiempo de cultivo fue de 72 horas en ambas líneas celulares, y se incluyeron cultivos con 4 L 

de PBS, los ensayos tuvieron cuatro repeticiones por condición. 

En el caso de las células  WEHI-3, los cultivos celulares se realizaron en placas de 96 pozos 

fondo plano (Corning NY, USA), con una densidad inicial de 2 x 103 células/mL y suplementada 

con -mercaptoetanol 0.05 mM, utilizando las mismas dosis aplicadas para las células 32D, y 

empleando las mismas condiciones de cultivo antes mencionadas y 72 horas de incubación. Para 

evaluar el efecto de los péptidos en la proliferación de las células WEHI-3, se estimó el número 

celular por conteo directo para el péptido fragmento 58-61 de -caseína; y la incorporación de

3H-timidita para los fragmentos peptídicos 25-34 y 35-41 de -caseína.

Descripción de los péptidos de -caseína utilizados:

Péptido Peso Molecular Carácter

Fragmento 25-34

de -caseína YIPIQYVLSR 1251.47 D
____

Fragmento 35-41

de -caseína YPSYGLNY 976.03 D
____

Fragmento 58-61

de -caseína YPYY 604.64 D ácido

Tabla 3. Características de los péptidos de -caseína (Sigma USA) utilizados en los ensayos.
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Incorporación de [3H]-timidita 

La cuantificación de la incorporación de 3H-timidita [Thymidine (Methyl3-H) KR AMTMANN 

DF. México] se utilizó como otro parámetro para evaluar la proliferación celular. Al segundo día 

de cultivo de las células 32D y WEHI-3 tratadas con los péptidos de k-caseína, se adicionó a los 

cultivos 1 Ci de 3H-timidina, diluyendo 1 Ci/mL de 3H timidina en Iscove´s y SFB, colocando 

20 L de esta solución de 3H-timidina, en cada pozo, se retornó la placa a la incubadora; después 

de 18 horas adicionales las células fueron congeladas a –70°C, después la placa se pasa a la 

incubadora para descongelar, se repitió este procedimiento una vez más, con la finalidad de lizar 

las células y obtener los núcleos, posteriormente se cosecharon las muestras sobre papel de fibra 

de vidrio Whatman utilizando un cosechador de células, aspirando y lavando varias veces las 

muestras con agua destilada  para que se elimine la 3H-timidina no incorporada, se dejó secar a 

temperatura ambiente los papeles y posteriormente, se colocó cada uno en un vial con 2 mL de 

líquido de centelleo (Beckman CA, USA) y se procedió a hacer la lectura de la radioactividad 

incorporada (CPM) en un contador de emisiones beta (Beckman LS6500, USA).

C. Evaluaciones de la Diferenciación Morfológica

La diferenciación morfológica se evaluó después de realizar frotis de las muestras sobre 

portaobjetos, posteriormente las células se fijan con metanol absoluto, y se procede a teñir con el 

colorante Giemsa al 10% (Sigma Co. USA) (Apéndice B) por 15 minutos y después se enjuagó

con agua, posteriormente se determinó la morfología diferenciando los blastos de los linajes 

monocito-macrófago y granulocíto-neutrófilo por su tamaño, forma del núcleo y la proporción 

núcleo-citoplasma (Mc Donal, 1995).

D. Tinciones Citoquímicas específicas

Para determinar con mayor precisión los linajes celulares, se realizó la técnica de tinción 

citoquímica específica para el linaje monocito-macrófago con alfa-naftil acetato esterasa 

(Apéndice C) y para el linaje granulocito-neutrófilo con cloroacetato esterasa (Apéndice D) (Li et 

al., 1973). El criterio utilizado para la determinación de cada linaje fue, positivo para las células 

que presentaron el color característico de la tinción ó, negativo para las que no lo presentaron.
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E. Expresión de antígenos de superficie.

Citometría de Flujo: Además de las evaluaciones morfológicas y citoquímicas se determinó la 

diferenciación mediante la aparición de antígenos de superficie característicos del linaje 

monocito-macrófago y del linaje granulocíto-neutrófilo empleando la citometría de flujo. 

Se utilizó el anticuerpo anti-Fms [(CSF-1R) extracellular domian] que reconoce un dominio 

extracelular del receptor del factor estimulador de colonias de macrófagos (MCSFR), una 

molécula que se expresa sólo en células del linaje monocito-macrófago, y el anticuerpo anti-Gr-1

que reconoce a un epitope de Ly-6G, cuya expresión está directamente relacionada con la 

diferenciación granulocítica. Inicialmente se evaluó la especificidad de los anticuerpos, en células 

de cavidad peritoneal de ratones CD-1 (macrófagos residentes de cavidad peritoneal) para el 

anticuerpo anti-Fms y células de médula ósea (células granulocíticas) para el anticuerpo Gr-1, se 

empleó para cada anticuerpo un control de isotipo. Luego se cuantificó la fluorescencia de las 

células sin anticuerpo (fluorescencia propia), con el isotipo y en presencia de cada anticuerpo 

específico.

Detección del antígeno de superficie específico para macrófagos.

a) Una vez transcurrido el tiempo de cultivo las células de cada tratamiento se colectaron en 

tubos eppendorf y se centrifugó 6 minutos, el botón se lavó, después se adicionó el anticuerpo 

anti-Fms [(CSF-1R) extracellular domian (rabbit antisuerum) (UPSTATE NY, USA)] que 

reconoce al receptor del M-CSF presente en macrófagos y monocitos, o también se adicionó el 

control de isotipo [IgG de conejo (Normal rabbit IgG) (UPSTATE NY, USA)] (diluidos 1:200) a 

las células y se incubó por 30 minutos a 4ºC (El control de isotipo se adicionó a una muestra 

positiva) posteriormente, se lavaron 2 veces con PBS-SFB al 2%. Y después se adicionó el 

anticuerpo secundario [Goat anti-rabbit IgG fluorescein (FITC) conjugated (ZYMED, San 

Francisco CA, USA)], (diluido 1:200) a todas las muestras, y de igual manera se incubó 30 

minutos a 4ºC, se lavó dos veces. La cuantificación se realizó en un citómetro de flujo (FACS 

Calibur), para la lectura de las muestras se empleó PBS-SFB al 2% y se evaluaron 10,000 

eventos. 
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Detección del antígeno de superficie específico para granulocitos.

b) Transcurrido el tiempo de cultivo se colectaron las células y se centrifugó por 6 minutos, 

después se adicionó el anticuerpo Gr-1 [(FITC-conjugated rat anti-mouse Ly-6G and Ly-6C) 

(BD Biosciences Pharmigen San Diego CA, USA)] que reconoce al antígeno Gr-1 expresado en 

granulocitos, y también se adicionó el control de isotipo (FITC-conjugated rat IgG2b,k) (BD 

Biosciences Pharmigen San Diego CA, USA) (diluidos 1:200), se incubó 30 minutos a 4ºC (el 

control de isotipo se adicionó a una muestra del positivo), posteriormente se lavó dos veces con 

PBS-SFB al 2%, y se cuantificó. Para la lectura de las muestras se empleó PBS-SFB al 2%. Se 

evaluaròn 10,000 eventos.

Manejo de Datos y Análisis Estadístico

Todos los experimentos fueron realizados al menos tres veces de manera independiente, con 

cuatro repeticiones cada uno, Las evaluaciones morfológicas y citoquímicas se realizaron por 

triplicado, con al menos dos repeticiones cada uno. Todos los datos obtenidos se analizaron por 

un Análisis de Varianza (ANOVA), después las medias se compararon para obtener la diferencia 

significativa mediante la prueba de Tukey y la prueba de Dunnett, (p<0.05), se realizó empleando 

el programa SPSS (versión 11.0) estándar para Windows (2001).
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RESULTADOS

Bloqueo de la proliferación celular por el HC.

Para evaluar el comportamiento del CasNa e HC en la proliferación de la línea celular mieloide 

32D y de la línea leucémica WEHI-3, se realizaron ensayos dosis-respuesta en presencia de 

CasNa e HC y después de 72 horas de cultivo se evaluó el número celular. Los datos obtenidos 

indican que el CasNa e HC reducen significativamente (p<0.05) y en forma dosis-dependiente la 

proliferación de las células 32D a partir de 0.5 mg/mL, (Fig. 2-A, 3-A). En cuanto a WEHI-3, los 

resultados indican que el efecto en la proliferación de CasNa e HC es a partir de 1 mg/mL de 

manera significativa respecto al control (p<0.05) (Fig. 4-A, 5-A). 

La inhibición de la proliferación no es consecuencia de muerte celular.

El bloqueo en la proliferación puede ser consecuencia de citotoxicidad por parte de estas 

moléculas, para descartar esta posibilidad las células fueron evaluadas por la técnica de exclusión 

al azul tripano, un colorante el cual se incorpora en las células muertas. Los resultados indican 

que ninguno de los dos tratamientos alteran la viabilidad celular a dosis menores o iguales de 2 

mg/mL, ya que no existe diferencia estadísticamente significativa (p<0.05) con respecto al 

control, en ambas líneas celulares; células 32D (Fig. 2-B, 3-B); células WEHI-3 (Fig.4-B, 5-B). 

La viabilidad sólo es afectada significativamente respecto al control, con la dosis de 4 mg/mL, 

aunque fue superior al 90% independientemente del tratamiento.

Conociendo que la dosis de 2 mg/mL de CasNa o HC no afecta la viabilidad celular, se procedió 

a usar esta dosis para confirmar el bloqueo de la proliferación por ensayos de incorporación de 
3H-timidina. Los resultados confirman que ambos compuestos bloquean la proliferación de las 

células 32D y WEHI-3 (Fig. 6-A, B).
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Figura 2. Efecto dosis-respuesta del Caseinato de Sodio (CasNa) en la proliferación (A) y viabilidad (B) de la línea celular 

32D, evaluada por conteo directo y exclusión al azul tripano, después de 72 horas de cultivo. Control con vehículo (0), Caseinato 

de Sodio (CasNa) [0.01, 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mg/mL]. *Diferencia estadísticamente significativa respecto al control (p<0.05).
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Figura 3. Efecto dosis-respuesta del Hidrolizado de caseína (HC) en la proliferación (A) y viabilidad (B) de la línea celular 

32D, evaluada por conteo directo y exclusión al azul tripano, después de 72 horas de cultivo. Control con vehículo (0), 

Hidrolizado de caseína (HC) [0.01, 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mg/mL]. *Diferencia estadísticamente significativa respecto al control 

(p<0.05).
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Figura 4. Efecto dosis-respuesta del Caseinato de Sodio (CasNa) en la proliferación (A) y viabilidad (B) de la línea celular 

WEHI-3, evaluada por conteo directo y exclusión al azul tripano, después de 72 horas de cultivo. Control con vehículo (0), 

Caseinato de Sodio (CasNa) [0.01, 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mg/mL]. *Diferencia estadísticamente significativa respecto al control 

(p<0.05).
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Figura 5. Efecto dosis-respuesta del Hidrolizado de caseína (HC) en la proliferación (A) y viabilidad (B) de la línea celular 

WEHI-3, evaluada por conteo directo y exclusión al azul tripano, después de 72 horas de cultivo. Control con vehículo (0), 

Hidrolizado de caseína (HC) [0.01, 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mg/mL]. *Diferencia estadísticamente significativa respecto al control 

(p<0.05).
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Figura 6. Efecto del Caseinato de Sodio (CasNa) e Hidrolizado de caseína (HC) en la proliferación de la línea celular 32D y 

WEHI-3, a una dosis de 2 mg/mL, evaluada por incorporación de 3H-Timidina, después de 72 horas de cultivo. Control (con 

vehículo), Caseinato de Sodio (CasNa), Hidrolizado de caseína (HC). *° Diferencia estadísticamente significativa entre 

tratamientos y respecto al control (p<0.05).
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Efecto de los fragmentos peptídicos 25-34, 35-41 y 58-61 de -caseína en la proliferación de 
células 32D y WEHI-3.

Para determinar si se afecta la proliferación de las células 32D y WEHI-3 en presencia de los 

péptidos de -caseína se realizaron ensayos dosis-respuesta, abarcando un rango de 

concentraciones de [0.0, 0.1, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mM] para el fragmento 58-61 de -caseína, una 

vez transcurrido el tiempo de cultivo se evaluó el número celular mediante un Hemocitómetro;

para los fragmento 25-34 y 35-41 de -caseína se empleó un rango de concentraciones de [0.0, 

0.00001, 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, 1.0 mM], la evaluación se realizó mediante la incorporación de 
3H-timidina. El tiempo de cultivo fue de 72 horas en ambas líneas celulares.

Para el péptido fragmento 58-61 de -caseína los datos indican que no tiene efecto en la 

proliferación celular respecto al control con vehículo, en células 32D (Fig.7-A). Para las células 

WEHI-3 tampoco mostró efecto en la proliferación celular (Fig.8-A) (p<0.05), la viabilidad no se 

ve modificada en ambas líneas celulares (Fig.7-B y 8-B) (p<0.05).
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Figura 7. Curva dosis respuesta de efecto del fragmento 58-61 de -caseína en la proliferación (A) y viabilidad (B) de la 

línea celular 32D, evaluada por conteo directo después de 72 horas de cultivo. Control con vehículo (0), fragmento 58-61 de -

caseína [0.1, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mM], (p<0.05) respecto al control.

Fragmento 58-61 de -caseína Fragmento 58-61 de -caseína
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Figura 8. Curva dosis respuesta de efecto del fragmento 58-61 de -caseína en la proliferación (A) y viabilidad (B) de la 

línea celular WEHI-3, evaluada por conteo directo después de 72 horas de cultivo. Control con vehículo (0), fragmento 58-61 de 

-caseína [0.1, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mM], (p<0.05) respecto al control.

El fragmento peptídico 25-34 de -caseína, afecto significativamente la proliferación de las 

células 32D (59.9% de proliferación respecto al control y entre los demás tratamientos) al 

emplear la dosis de 1 mM (Fig.9-A) (p<0.05), sin afectar la viabilidad celular (p<0.05) (Fig. 9-

B). Para el caso de las células WEHI-3 tratadas con este péptido indican que el efecto en la 

proliferación es mayor a la que presentan las células 32D ya que muestra un porcentaje de solo un 

33.2 % de proliferación respecto al control (Fig.10-A), diferencia estadísticamente significativa

(p<0.05), sin afectar la viabilidad celular (p<0.05) (Fig.10-B), utilizando la misma concentración 

de 1 mM que se utilizó para las células 32D.

Fragmento 58-61 de -caseína Fragmento 58-61 de -caseína
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Figura 9. Curva dosis respuesta de efecto del fragmento 25-34 de -caseína en la proliferación (A) y viabilidad (B) de la 

línea celular 32D, evaluada por incorporación de 3H-timidina, después de 72 horas de cultivo. Control con vehículo (0), 

fragmento 25-34 de -caseína [0.00001, 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1 mM]. * Diferencia estadísticamente significativa (p<0.05) 

respecto al control.
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Figura 10. Curva dosis respuesta de efecto del fragmento 25-34 de -caseína en la proliferación (A) y viabilidad (B) de la 

línea celular WEHI-3, evaluada por incorporación de 3H-timidina, después de 72 horas de cultivo. Control con vehículo (0), 

fragmento 25-34 de -caseína [0.00001, 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1 mM]. * Diferencia estadísticamente significativa (p<0.05) 

respecto al control.

El fragmento peptídico 35-41 de -caseína muestra un efecto marginal pero significativo 

(p<0.05) en las células 32D respecto al control al emplear la dosis de 0.1 y 1 mM (Fig.11-A), sin 

afectar la viabilidad celular (p<0.05) (Fig.11-B). Para las células WEHI-3 tratadas con este 

péptido indican que el efecto en la proliferación tuvo menos efecto que en las células 32D ya que 

Fragmento 25-34 de -caseína

Fragmento 25-34 de -caseína

Fragmento 25-34 de -caseína

Fragmento 25-34 de -caseína
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muestra un porcentaje de 83.71 % de proliferación con la dosis de 1 mM, respecto al control

(Fig.12-A) diferencia estadísticamente significativa (p<0.05), sin afectar la viabilidad celular 

(p<0.05) (Fig.12-B).
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Figura 11. Curva dosis respuesta de efecto del fragmento 35-41 de -caseína en la proliferación (A) y viabilidad (B) de la 

línea celular 32D, evaluada por incorporación de 3H-timidina, después de 72 horas de cultivo. Control con vehículo (0), 

fragmento 35-41 -caseína [0.00001, 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1 mM] * Diferencia estadísticamente significativa (p<0.05) respecto 

al control.
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Figura 12. Curva dosis respuesta de efecto del fragmento 35-41 de -caseína en la proliferación (A) y viabilidad (B) de la 

línea celular WEHI-3, evaluada por incorporación de 3H-timidina, después de 72 horas de cultivo. Control con vehículo (0), 

fragmento 35-41 de -caseína [0.00001, 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1 mM]. *Diferencia estadísticamente significativa (p<0.05) 

respecto al control.
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Efecto de CasNa, Hidrolizado de caseína y péptidos de -caseína en la diferenciación de 

células 32D y WEHI-3.

Evaluación Morfológica.

Una célula bajo el estímulo de ciertos factores puede diferenciarse (Sachs, 1996). El bajo índice 

de proliferación puede ser resultado de una diferenciación de las células hacia algún linaje (Lee 

R. et al., 1998), por lo anterior, se evaluó la morfología en las células mediante tinciones con 

Giemsa, utilizando las mismas concentraciones empleadas, que tuvieron efecto en la proliferación 

pero, no en la viabilidad, por lo que el CasNa y el hidrolizado de caseína se empleó a 2 mg/mL y 

los péptidos con 1mM tanto para las células 32D como para las células WEHI-3. Las 

evaluaciones se realizaron comparando los tratamientos con respecto al control, obteniendo los 

porcentajes de diferenciación de las células. El criterio de evaluación fue el tamaño y la forma del 

núcleo, tomando en cuenta la relación núcleo citoplasma y características del citoplasma. 

Los resultados muestran que los cultivos control en las células 32D presentan un porcentaje 

mayor al 92% de blastos, al ser tratadas con HC un 20% de las células presentan características 

del linaje monocito-macrófago, y 8% corresponden al linaje granulocito-neutrófilo, al tratarlas 

con CasNa el 37%, presentan características del linaje monocito-macrófago y 2% del linaje 

granulocito-neutrófilo (Fig.13, Tabla 4-A). Para el caso de las células WEHI-3 las evaluaciones 

muestran un 85.5% de células blásticas, pero al ser tratadas con CasNa el 15.9% de las células 

tienen características del linaje monocito-macrófago y 11.5% del linaje granulocito-neutrófilo. En

cuanto a HC se muestra un 17.2% del linaje monocito-macrófago y un 10.5% del linaje 

granulocito-neutrófilo (Fig.14, Tabla 4-B).

En cuanto a los péptidos solo se observó que las células 32D en presencia del fragmento 25-34 de 

-caseína presenta una inducción de la diferenciación hacia el linaje monocito-macrófago 

(Fig.13) (Tabla 4-A).
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            A) Células en Banda de médula ósea de ratón                                                   E) Hidrolizado de caseína

                        

                                  B) Células J774                                                                    F) Fragmento 25-34 de - caseína

                                                     

                   C) Células 32D control con vehículo                                                      G) Fragmento 35-41 de -caseína

                      

                                         D) CasNa                                                                           H) Fragmento 58-61 de -caseína

Figura 13. Morfología de las células 32D (400X), en presencia de CasNa, Hidrolizado de caseína y péptidos de -caseína. Las 

células fueron cultivadas por 72 horas y teñidas con Giemsa. Células en Banda (A), Células J-774 (B); Células 32D con solo 

vehículo (C) como controles. Células 32D tratadas con CasNa (D), con Hidrolizado de caseína (E), con fragmento 25-34 de -

caseína (F), con fragmento 35-41 de -caseína (G) y con fragmento 58-61 de -caseína (H).
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             A) Células WEHI-3 control con vehículo                                                 D) Fragmento 25-34 de -caseína

                             

                                      B) CasNa                                                                            E) Fragmento 35-41 de -caseína

                              

C) Hidrolizado de caseína                                                                   F) Fragmento 58-61 de -caseína

Figura 14. Morfología de las células WEHI-3 (400X), en presencia de CasNa, Hidrolizado de caseína y péptidos de -caseína. 

Las células fueron cultivadas por 72 horas y teñidas con Giemsa. Células WEHI-3 con sólo vehículo (A), con CasNa (B), con 

Hidrolizado de caseína (C), con fragmento 25-34 de -caseína (D), con fragmento 35-41 de -caseína (E) y con fragmento 58-61 

de -caseína (F).
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Evaluación citoquímica

Además de la determinación de la morfología mediante tinción Giemsa, y para tener una mayor 

certeza de hacia que linaje se diferencian las células tratadas con CasNa, Hidrolizado de caseína y 

los péptidos de -caseína, se realizaron tinciones citoquímicas específica: a) Tinción -naftil 

acetato esterasa específica para el linaje monocito-macrófago y b) Tinción cloroacetato esterasa 

para el linaje granulocito-neutrófilo, además de esto, se utilizaron para las tinciones control, la 

línea celular monocítica P-388, la línea macrofágica J-774 y la línea celular fibroblástica L-929 o 

células de médula ósea de ratón. El criterio utilizado para la determinación de cada linaje fue 

“positivo” para las células que presentaran el color característico de la tinción o, “negativo” para 

las que no lo presentan.

Los resultados obtenidos de las tinciones indican que las células 32D tratadas con CasNa 

presentan mayor porcentaje de células positivas del linaje monocito-macrófago, aumentando 

significativamente a un 30% de células positivas, con la dosis empleada anteriormente (2 

mg/mL); para el hidrolizado de caseína los datos muestran que el porcentaje aumenta a un 14.0% 

y el fragmento 25-34 a un 8.5% de células positivas, mientras que el control representa tan sólo el 

3.3% de células positivas, diferencia estadísticamente significativa (p<0.05) respecto a éste 

(Tabla 4-A). 

En cuanto a los fragmentos peptídicos 35-41 y 58-61 de -caseína no muestran diferencia 

significativa en los porcentajes de células positivas, 6.0% y 4.5% respectivamente, comparados 

con el control. En la tinción para granulocitos los datos muestran que el tratamiento con CasNa 

tiene un 14.2%, el de hidrolizado de caseína aumenta a un 18.0% y los péptidos fragmento 25-34 

y 58-61 de -caseína muestran un 25.3% y 29.0% de células positivas hacia este linaje de manera 

significativa (p<0.05), ya que los datos del cultivo control solo presenta un 7.7% de células 

positivas (Tabla 4-A) (Fig.15). El péptido fragmento 35-41 no tiene efecto significativo respecto 

al control.
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La línea celular WEHI-3 en la tinción específica para monocitos-macrófagos, con el tratamiento 

de CasNa presentó un porcentaje de 14.7%, con hidrolizado de caseína presenta un 20.2% de 

células positiva, mostrando una diferencia significativa respecto al control, que tiene 7.0% de 

células positivas (p<0.05), mientras que los fragmentos peptídicos 25-34, 35-41 y 58-61 de -

caseína muestran un 7.6%, 4.0%, 1.6% respectivamente y no tienen efecto significativo respecto 

al control (p<0.05). Las células positivas para la tinción de granulocitos que presenta CasNa es 

de 35%, para hidrolizado de caseína de 24.6%, y para los fragmentos peptídicos 25-34, 35-41 y 

58-61 de -caseína 19.3%, 20%, 19% respectivamente, mostrando un efecto significativo en la 

diferenciación celular respecto al control (p<0.05) (Tabla 4-B) (Fig.16).
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                   A

Diferenciación Morfológica (%) Tinción Citoquímica Específica (%)

Células 32D

Monocito-

macrófago

Granulocito-

neutrófilo

Monocito-

macrófago

Granulocito-

neutrófilo

Control 8 + 0.1 0.0 + 0.0 3.3 + 2.0 7.7 + 2.0

CasNa 37.0 + 2.8* 3.0 + 2.1* 30.5 + 1.0* 14.2 + 2.6*

Hidrolizado de caseína 20.0 + 0.5* 8.0 + 1.7* 14.0 + 1.1* 18.0 + 1.6*

Fragmento 25-34 de -
caseína

12.2 + 0.07* 5.8 + 1.6* 8.5 + 0.7* 25.3 + 3.0*

Fragmento 35-41 de -
caseína

8.3 + 2.1 2.9 + 3.1 6.0 + 1.4 10.3 + 1.1

Fragmento 58-61 de -
caseína

8.0 + 1.1 2.2 + 1.8* 4.5 + 0.7 29.0 + 3.6*

Tabla 4-A. Diferenciación Morfológica y Tinción Citoquímica. Inducción a la diferenciación de las células 32D tratadas con 

CasNa, Hidrolizado de caseína, y péptidos de -caseína, evaluadas después de 72 horas de incubación. Porcentaje de monocito-

macrófagos y granulocito-neutrófilos después de la tinción con Giemsa ó Citoquímica específica (alfa-naftil acetato esterasa para 

macrófagos y cloroacetato esterasa, para neutrófilos). *Diferencia estadísticamente significativa (p<0.05) respecto al control.

              B

Diferenciación Morfológica (%) Tinción Citoquímica Específica (%)

Células WEHI-3

Monocito-

macrófago

Granulocito-

neutrófilo

Monocito-

macrófago

Granulocito-

neutrófilo

Control 6.0 + 0.5 8.5 + 1.1 7.0 + 4.0 10.6 + 1.1

CasNa 15.9 + 2.5* 11.5 + 1.0* 14.7 + 3.6* 35.0 + 5.0*

Hidrolizado de caseína 17.2 + 1.8* 10.5 + 0.5 * 20.2 + 0.9* 24.6 + 3.5*

Fragmento 25-34 de -
caseína

7.8 + 0.9* 9.5 + 1.1 7.6 + 1.5 19.3 + 2.0*

Fragmento 35-41 de -
caseína

7.8 + 2.2 8.0 + 0.5 4.0 + 1.0 20.0 + 1.0*

Fragmento 58-61 de -
caseína

6.3 + 1.5 9.0 + 2.4 1.6 + 0.5 19.0 + 2.0*

Tabla 4-B. Diferenciación Morfológica y Tinción Citoquímica. Inducción a la diferenciación de las células WEHI-3 tratadas 

con CasNa, Hidrolizado de caseína, y péptidos de -caseína, evaluadas después de 72 horas de incubación. Porcentaje de 

monocito-macrófagos y granulocito-neutrófilos después de la tinción con Giemsa ó Citoquímica específica (alfa-naftil acetato 

esterasa para macrófagos y cloroacetato esterasa, para neutrófilos). *Diferencia estadísticamente significativa (p<0.05) respecto al 

control.
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A) Células P-388                                                                        E) Hidrolizado de caseína

                                 
                       B) Células J-774                                                                   F) Fragmento 25-34 de - caseína

                                   

             C) Células 32D control con vehículo                                                  G) Fragmento 35-41de - caseína

                                   
                         D) 32D CasNa                                                                       H) Fragmento 58-61 de -caseína

Figura 15. Tinciones citoquímicas en células 32D (400X). Tinción -naftil acetato esterasa especifica para linaje monocito-

macrófago. Línea monocítica P-388 (A), línea macrofágica J-774 (B), células 32D con sólo vehículo (C), como controles. Células 

32D tratadas con CasNa (D), Hidrolizado de caseína (E), con fragmento 25-34 de -caseína (F), con fragmento 35-41 de -

caseína (G) y con fragmento 58-61 de -caseína (H).
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                             A) Células L-929                                                                       E) Hidrolizado de caseína

                             

B) Células de médula ósea de ratón                                                 F) Fragmento 25-34 de -caseína

                              
                C) Células 32D control con vehículo                                               G) Fragmento 35-41 de -caseína

                               
                           D) CasNa                                                                       H) Fragmento 58-61 de -caseína

Figura 16. Tinciones citoquímicas en células 32D (400X). Tinción cloroacetato esterasa especifica para linaje granulocito-

neutrófilo. Línea monocítica L-929 (A), Células de Médula Ósea (B), células 32D con sólo vehículo (C), como controles. Células 

32D tratadas con CasNa (D), Hidrolizado de caseína (E), con fragmento 25-34 de -caseína (F), con fragmento 35-41 de -

caseína (G) y con fragmento 58-61 de -caseína (H).
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         A) Células WEHI-3 control con vehículo                                               D) Fragmento 25-34 de -caseína

                                  
                          
                          B) CasNa                                                                          E) Fragmento 35-41 de -caseína

                                   
                   
                    C) Hidrolizado de caseína                                                        F) Fragmento 58-61 de -caseína

Figura 15. Tinciones citoquímicas en células WEHI-3 (400X). Tinción -naftil acetato esterasa especifica para linaje monocito-

macrófago. Células WEHI-3 con sólo vehículo (A), con CasNa (B), con Hidrolizado de caseína (C), con fragmento 25-34 de -

caseína (D), con fragmento 35-41 de -caseína (E) y con fragmento 58-61 de -caseína (F).
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             A) Células WEHI-3 control con vehículo                                            D) Fragmento 25-34 de -caseína

                       

B) CasNa                                                                               E) Fragmento 35-41 de -caseína

                        

                      C) Hidrolizado de caseína                                                          F) Fragmento 58-61 de -caseína

Figura 16. Tinciones citoquímicas en células WEHI-3 (400X). Tinción cloroacetato esterasa especifica para linaje granulocito-

neutrófilo, (A) células WEHI-3 con sólo vehículo, (B) con CasNa, con Hidrolizado de caseína (C), con fragmento 25-34 de k-

caseína (D), con fragmento 35-41 de -caseína (E), con fragmento 58-61 de -caseína (F).
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Evaluación por expresión de antígenos de superficie

Para tener una mayor precisión en la evaluación de la diferenciación, se determinó la aparición o 

el incremento de los antígenos de superficie del linaje monocito-macrófago y del linaje 

granulocito-neutrófilo mediante citometría de flujo, empleando el anticuerpo anti-Fms que 

reconoce un dominio extracelular del receptor del M-CSF (M-CSFR o c-fms), presente en células 

del linaje macrofágico (Riccioni et al., 2003) y el anticuerpo Gr-1, el cual reconoce a un dominio 

de Ly-6G, que es una proteína de membrana de 21-25 kDa acoplada a glicosil-fosfatidil-inositol 

(GPI), ligado a diferenciación granulocítica (Zhang et al., 2002).

Como primer paso los anticuerpos fueron empleados en la línea celular macrofágica de ratón P-

388 para evaluar la especificidad del anticuerpo anti-Fms y células en banda de médula ósea de 

ratones CD-1 separadas por Ficoll y utilizadas para evaluar el anticuerpo Gr-1, (Fig.19-B,F), 

también se determinó las especificidad de los anticuerpos, empleándose un control de isotipo, se 

emplearon controles negativos, células en banda para el anticuerpo anti-Fms, y la línea 

fibroblástica L-929 para el anticuerpo Gr-1 (controles negativos) (Fig.19-A,E), también se evaluó 

la fluorescencia de las células sin anticuerpo (fluorescencia propia) (Fig.19-32D-C, G) y WEHI-

3-D, H). En las células P-388 y en las células en banda, se observa un notable incremento en la 

fluorescencia de las células con los anticuerpos específicos y sus controles de isotipo, respecto a 

los controles negativos (Fig.19). 

Para tener una mejor idea de las magnitudes del desplazamiento de la gráfica que indica 

incremento en la expresión del antígeno, se calculó un índice de Fluorescencia (IF), dividiendo la 

intensidad de fluorescencia de las células con el isotipo entre la fluorescencia de las células con 

su anticuerpo, por lo que un IF igual a 1 indica que los valores son iguales, un IF de dos indica 

que la fluorescencia de las células con el anticuerpo es el doble a las células con solo isotipo. La 

fluorescencia de las células P-388 con el isotipo es de 28.48 y de 145.82 en presencia del 

anticuerpo anti-Fms resultando un IF de 5.12 (Tabla 5-A). En las células en banda los valores de 

fluorescencia son de 4.14 con el isotipo y de 371.23 con el anticuerpo Gr-1 con un IF final de 

89.67 (Tabla 5-B). Con estos ensayos se comprobó la especificidad de los anticuerpos. 
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Al determinar los niveles básales de ambos antígenos en las células 32D y WEHI-3, se obtuvo 

que en las células 32D la presencia de ambos antígenos es menor que en las células WEHI-3, lo 

cual corresponde al estadio de diferenciación reportado para ambas líneas celulares (Tabla 5-A y 

B).
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                Anti-Fms (Macrófagos)                                      Gr-1 (Granulocitos)

A E

B                                                                     F

C                                                                     G

                                                                 D                                                                    H

Figura 19. Análisis de diferenciación por citometría de flujo (controles). Para determinar la especificidad de los anticuerpos, se 
empleó en el anticuerpo anti-Fms, Células en banda de médula ósea de ratón como control negativo (A), y la línea celular 
monocítica P-388 como control positivo (B). Para el anticuerpo Gr-1 se empleó la línea celular fibroblástica L-929 como control 
negativo (E), y las células en banda de médula ósea como control positivo (F). Además se determinaron los niveles básales de las 
células 32D (C, G) y WEHI-3 (D, H). En todos los casos se evaluaron células en presencia del anticuerpo específico (Línea negra) 
y con el isotipo respectivo (línea roja). Los histogramas corresponden a una determinación representativa: Eje horizontal = 
intensidad de fluorescencia, eje vertical = número de eventos =10000. 
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A
Isotipo

Anticuerpo

(anti-Fms)

Índice de

Fluorescencia

(IF)

Células en banda de

Médula Ósea (negativo)
47.83 109.33 2.28

Línea celular monocítica

P-388 (positivo)
28.48 145.82 5.12

Línea celular 32D 25.48 42.68 1.67

Línea celular WEHI-3 30.71 93.88 3.05

B
Isotipo

Anticuerpo

(Gr-1)

Índice de

Fluorescencia

(IF)

Línea celular fibroblástica

L-929 (negativo)
4.13 4.31 1.04

Células en banda de

Médula Ósea (positivo)
4.14 371.23 89.67

Línea celular 32D 11.87 10.87 0.916

Línea celular WEHI-3 7.25 39.21 5.41

Tabla 5. Análisis de diferenciación por citometría de flujo (índices de fluorescencia). Células en presencia del anticuerpo anti-

Fms (A) y (B) del anticuerpo Gr-1, y sus respectivos controles de isotipo. 

Al realizar las evaluaciones de la expresión del c-fms en las células 32D en presencia de los 

diferentes derivados de caseína, los histogramas revelan un aumento en la intensidad de 

fluorescencia de los cultivos tratados con CasNa, hidrolizado de caseína y fragmentos peptídicos 

25-34 y 35-41 de -caseína, al compararlos con los del cultivo de sólo vehículo, por otro lado el 

fragmento 58-61 de -caseína no muestra un desplazamiento evidente (Fig.20). Cuando se 

empleo el anticuerpo Gr-1 en las células 32D tratadas, los histogramas muestran aumento en el 

desplazamiento de la fluorescencia con el tratamiento de CasNa, hidrolizado de caseína, 

fragmentos peptídicos 25-34 y 58-61 -caseína, y en menor medida el péptido 35-41 de -caseína 

(Fig.21).



Resultados

53

Expresión del antígeno c-fms en células 32D

Figura 20. Determinación de diferenciación por citometría de flujo en células 32D. Las células 32D fueron cultivadas por 72 

horas con PBS (línea en negro) ó con CasNa, Hidrolizado de caseína, fragmentos 25-34, fragmento -caseína, 35-41 de -caseína 

y fragmento 58-61 de -caseína (líneas en rojo). Se utilizó el anticuerpo anti-Fms para evaluar la diferenciación monocítica eje 

horizontal: intensidad de fluorescencia, eje vertical: número de eventos =10000.



Resultados

54

Expresión del antígeno Gr-1 en células 32D

Figura 21. Determinación de diferenciación por citometría de flujo en células 32D. Las células 32D fueron cultivadas por 72 

horas con PBS (línea en negro) ó con CasNa, Hidrolizado de caseína, fragmento 25-34 de -caseína, fragmento 35-41 de -

caseína y fragmento 58-61 de -caseína (líneas en rojo). Se utilizó el anticuerpo Gr-1 para evaluar la diferenciación granulocítica. 

Eje horizontal: intensidad de fluorescencia, eje vertical: número de eventos = 10000.
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Para tener una mejor idea de que tan real es el desplazamiento, se calculó un índice de 

fluorescencia dividiendo la intensidad de fluorescencia de las células tratadas entre la intensidad 

de la fluorescencia de las células cultivadas con solo vehículo (se presenta el promedio de 3 

ensayos independientes). (Tabla 6)

Tratamiento

Anticuerpo

(anti-Fms)

Anticuerpo

(Gr-1)

Control 1.0 1.0

CasNa 2.3517 1.3969

Hidrolizado de caseína 2.1589 1.6894

Fragmento 25-34 de -caseína 1.8464 1.3514

Fragmento 35-41 de -caseína 1.3013 0.9024

Fragmento 58-61 de -caseína 0.8444 0.97

Tabla 6. Índices de Fluorescencia (fluorescencia tratamiento/ fluorescencia control) en células 32D en presencia de CasNa, 

Hidrolizado de caseína, fragmentos peptídicos 25-34, 35-41, y 58-61 de -caseína, evaluados con el anticuerpo para macrófagos 

(anti-Fms ) y con el anticuerpo para granulocitos (Gr-1).

Para la línea celular WEHI-3 la determinación de los antígenos de superficie indicó que las 

células tratadas con CasNa, hidrolizado de caseína, y fragmentos peptídicos 25-34 35-41 y 58-61 

de -caseína el desplazamiento en los histogramas no es evidente al emplear el anticuerpo anti-

Fms (Fig.22). Para el anticuerpo Gr-1, los resultados muestran que los desplazamientos son 

mayores para todos los casos con respecto al control con solo vehículo (Fig.23), e incluso mayor 

que los obtenidos con el anticuerpo anti-Fms (Tabla 7).
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Expresión del antígeno c-fms en células WEHI-3

         

Figura 22. Determinación de diferenciación por citometría de flujo en células WEHI-3. Las células WEHI-3 fueron 

cultivadas por 72 horas con PBS (línea en negro) o con CasNa, Hidrolizado de caseína, fragmento 25-34 de -caseína, fragmento 

35-41 de -caseína y fragmento 58-61 de -caseína (línea en rojo). Se utilizó el anticuerpo anti-Fms para evaluar la diferenciación 

monocítica eje horizontal: intensidad de fluorescencia, eje vertical: número de eventos =10000.

CasNa
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Expresión de antígeno Gr-1 en células WEHI-3

         

Figura 23. Determinación de diferenciación por citometría de flujo en células WEHI-3. Las células WEHI-3 fueron 

cultivadas por 72 horas con PBS (línea en negro) o con CasNa, Hidrolizado de caseína, fragmento 25-34 de -caseína y fragmento 

35-41 de -caseína, fragmento 58-61 de -caseína (línea en rojo). Se utilizó el anticuerpo Gr-1 para evaluar la diferenciación 

granulocítica. Eje horizontal: intensidad de fluorescencia, eje vertical: número de eventos = 10000.
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Tratamiento

Anticuerpo

(anti-Fms)

Anticuerpo

(Gr-1)

Control 1.0 1.0

CasNa 1.4353 1.4582

Hidrolizado de caseína 1.7159 1.3862

Fragmento 25-34 de -caseína 1.2965 1.6054

Fragmento 35-41 de -caseína 1.2630 1.3621

Fragmento 58-61 de -caseína 1.0414 1.2969

Tabla 7. Índices de Fluorescencia (fluorescencia tratamiento/ fluorescencia control) en células WEHI-3 en presencia de CasNa, 

Hidrolizado de caseína, y fragmentos peptídicos 25-34, 35-41, 58-61 de -caseína; evaluados con el anticuerpo para macrófagos 

(anti-Fms ) y con el anticuerpo granulocitos (Gr-1).

Los resultados anteriores indican que existe un aumento en la diferenciación de las células 32D 

cuando son cultivadas en presencia de CasNa, hidrolizado de caseína y el fragmento peptídico 

25-34 de -caseína y la diferenciación es hacia ambos linajes, datos que apoyan a lo evaluado en 

tinciones citoquímicas. Mientras que en las células WEHI-3 cuando son cultivadas con CasNa, 

Hidrolizado de caseína la diferenciación es principalmente hacia el linaje monocito-macrófago y 

los péptidos de -caseína lo hacen hacia el linaje granulocito-neutrófilo.
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DISCUSIÓN DE RESULTADOS

La leche y los productos lácteos son un alimento básico para la población en general, sin 

embargo, además de su reconocido papel nutritivo, en las últimas décadas la atención ha sido 

puesta en las actividades biológicas atribuidas a algunos de sus componentes. De particular 

interés son las caseínas (,  y -caseína) y varios péptidos obtenidos de su proteólisis 

enzimática ya que tanto in vitro como in vivo pueden generar péptidos con actividades biológicas 

(Meisel, 1997). En los últimos años se ha demostrado que péptidos provenientes de la 

degradación enzimática de las caseínas tienen actividades biológicas como: inmunomoduladores, 

antihipertensivos, antitrombóticos, opioides (agonistas y antagonistas), antibacteriales, 

antitumorales, protectores gástricos, ligar y transportar minerales, especialmente calcio 

(Yamamoto, 1997; Meisel, 1999). La detección de algunos de estos péptidos en el sistema 

digestivo y en la circulación después de la ingestión de leche o productos lácteos (Chabance et 

al., 1998), despierta gran interés en determinar sus efectos fisiológicos. 

Recientemente se reportó que el hidrolizado enzimático de caseína inyectado en ubre de vaca 

tiene la capacidad de inducir la acumulación de granulocitos en el sitio de inyección (Shamay et 

al., 2003). Otros investigadores han encontrado que existen otros péptidos producto de la 

degradación de la caseína con actividad antitumoral, similar a la caseína completa (Gill, 2000). 

Con relación a cada caseína se ha reportado que el hidrolizado de -caseína estimula la 

proliferación de células T (Pessi et al., 2001) y el hidrolizado de la -caseína incrementa in vivo

los títulos de anticuerpos (Heddleson et al., 1997), incluso péptidos como la 1-7 -casomorfina 

proveniente la -caseína incrementa o suprime la capacidad proliferativa de linfocitos (Kayser y 

Meisel, 1996), también la 90-95 -casomorfina proveniente de la -caseína y la 1-5 -

casomorfina y la 1-7 -casomorfina reducen fuertemente la proliferación in vitro de líneas 

celulares de cáncer de seno y próstata (Kampa et al.,1996; Hatzoglou et al., 1996). 
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Lo anteriormente descrito pone en evidencia la ausencia de información sobre el efecto del 

hidrolizado de caseína y algunos péptidos sobre la proliferación y diferenciación de células 

precursoras hematopoyéticas normales y leucémicas. 

En este trabajo mostramos que el CasNa, el HC y el fragmento peptídico 25-34 de -caseína, 

tienen la propiedad de bloquear la proliferación de la línea hematopoyética multipotencial de 

ratón 32D, y de la línea leucémica mielomonocítica WEHI-3, también inducen la diferenciación 

hacia el linaje monocito-macrófago y granulocito-neutrófilo. El fragmento peptídico 35-41 de -

caseína reduce la proliferación en ambas líneas celulares e induce la diferenciación hacia el linaje 

monocito-macrófago en células 32D, y en células WEHI-3 lo hace hacia el linaje granulocito-

neutrófilo, mientras que el fragmento peptídico 58-61 no tiene efecto en la proliferación de 

ninguna de las líneas pero induce diferenciación hacia granulocitos en ambas líneas celulares. 

Esta reducción de la proliferación no se debe a un posible efecto citotóxico de las moléculas.

Trabajos previos establecen que la reducción en la proliferación implica una reducción en alguna 

de las fases del ciclo celular, lo cual es un indicativo de que las células se encuentran en cierta 

etapa de diferenciación o que se ha diferenciado completamente (Zucker et al., 1988; Brietman et 

al., 1994). Anteriormente se obtuvieron resultados de que el CasNa induce diferenciación de las 

células 32D generando monocitos en 4 días a cierta dosis, considerándolo como un factor con 

propiedades inductoras hacia la diferenciación (Ramos et al., 2000). Es conocido que a mayor 

grado de diferenciación, menor potencial de proliferación (Lee R. et al., 1998), por lo que sería 

interesante extender el tiempo de cultivo de las células WEHI-3 en presencia de caseínas para 

evaluar si estas moléculas pueden inhibir completamente la proliferación. 

Sería extraordinario mostrar que el CasNa ó el HC finalmente puedan inhibir completamente la 

proliferación de líneas celulares, incluyendo a las leucémicas, ya que nuestro grupo tiene 

evidencias de que las células normales de médula ósea de ratón proliferan en presencia de CasNa, 

tanto in vitro como in vivo. De confirmarse nuestras observaciones estaríamos ante la posibilidad 

de tratar individuos leucémicos con CasNa el cual en principio podría activar la hematopoyesis 

normal y bloquear a la leucémica, una estrategia terapéutica ansiada por los médicos oncólogos.



Discusión de Resultados

61

El CasNa tiene moléculas completas de alfa, beta y kappa-caseína, mientras que el HC contiene 

péptidos derivados de la degradación proteolítica de las caseínas (Walstra, 1984), llama la 

atención que ambas tengan efectos biológicos similares sobre las células 32D y WEHI-3. Aunque 

en la mayoría de los estudios se encuentra que el CasNa ejerce una mayor actividad.

Sería interesante analizar si el CasNa actúa sobre la célula en forma íntegra o sufre proteólisis y 

los productos derivados sean los que ejerzan la diferencia en este efecto, por tanto merece que se 

analice cual es la parte del CasNa responsable de tal modulación. 

Otra posibilidad es que en el hidrolizado existan péptidos con actividad supresora y activadora de 

la proliferación y diferenciación celular, como ocurre con algunos péptidos de caseína que tienen 

actividad agonista o antagonista opioide en células sanguíneas maduras (Meisel, 1997), por lo 

que sería necesario separar sus componentes y analizar sus efectos en forma individualizada.

Un dato reportado recientemente indica que la -caseína muestra un mayor potencial para inhibir 

la proliferación de WEHI-3 al comparar su efecto con otras caseínas (Ramos et al., 2004). 

Anteriormente se reportó que los fragmentos peptídicos 25-34 (Casoxina C), 35-41 (Casoxina A) 

y 58-61 (Casoxina B) obtenidos de -caseína tienen actividad opioide antagonista (Meisel, 1997, 

1999; Takahashi et al., 1997; Chiba et al., 1989). En este trabajo mostramos que los péptidos 

derivados de -caseína llamados casoxinas modulan la hematopoyesis en forma diferencial 

incluso el fragmento peptídico 58-61 no frena la proliferación, pero si induce diferenciación en 

ambas líneas. Estos datos se suman a los efectos biológicos reportados en la hematopoyesis por 

otros péptidos reportados con propiedades opioides agonistas, las casomorfinas como 90-95 -

casomorfina no altera la proliferación de las células 32D ni de WEHI-3, la 1-5 -casomorfina 

reduce la proliferación de las células 32D, pero no de WEHI-3, mientras que 1-7 -casomorfina 

disminuye ligeramente la proliferación de ambas líneas celulares, pero ninguna de las tres 

casomorfinas inducen la diferenciación (Ramos, 2004) Estos datos sugieren que dentro de una 

misma caseína, se obtienen péptidos con diferentes actividades en la hematopoyesis, y esto 

explica el efecto biológico del HC en la hematopoyesis. 
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Sería importante identificar y aislar los péptidos con mayor actividad inhibidora de la 

proliferación o inductora de diferenciación celular, particularmente aquellos que solo puedan 

afectar a las células anormales, actividad selectiva que parece tener el CasNa. 

Los resultados obtenidos aportan nuevas evidencias donde se indica que la actividad de estos 

compuestos abarca a las células hematopoyéticas progenitoras, y colocan al CasNa, hidrolizado 

de caseína, y los fragmentos peptídicos 25-34, 35-41 y 58-61 de -caseína como reguladores de 

procesos fundamentales en la hematopoyesis, como lo es la diferenciación de progenitores 

mieloides. Sería fundamental conocer el mecanismo de activación causado por cada molécula y 

así entender la relevancia biológica en la hematopoyesis y otros eventos fisiológicos importantes 

en la respuesta inmune.
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CONCLUSIONES

 El Hidrolizado de caseína, CasNa y el fragmento peptídico 25-34 de -caseína bloquean 

la proliferación de la línea hematopoyética multipotencial de ratón 32D y de la línea 

leucémica mielomonocítica WEHI-3, sin alterar la viabilidad celular, además de inducir 

una diferenciación celular hacia los linajes monocito-macrófago y linaje granulocito-

neutrófilo.

 El fragmento peptídico 35-41 de -caseína reduce la proliferación en ambas líneas 

celulares, e induce diferenciación hacia el linaje monocito-macrófago en células 32D, y 

en células WEHI-3 la diferenciación es hacia el linaje granulocito-neutrófilo.

 El fragmento peptídico 58-61 de -caseína no reduce la proliferación celular, sin 

embargo, induce diferenciación hacia el linaje granulocito-neutrófilo, en ambas líneas 

celulares.
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APÉNDICE A

I. Inactivación de suero fetal bovino (SFB).

El suero fetal bovino SFB (Gibco BRL, USA) congelado se coloca a temperatura ambiente para 

su descongelación, posteriormente se pasa a un baño de agua a 56°C durante 30 minutos, con el 

propósito de inactivar proteínas del complemento. Posteriormente se separan en alícuotas, para su 

mejor manipulación. Conservar en refrigeración a 4°C.

II. Preparación Medio Iscove´s Modified Dulbecco´s (IMDM).

 Preparación en 1 litro de Agua-miliQ. 
 Iscove´s 17.7 g (un sobre aproximadamente).
 Penicilina 0.031 g
 NaHCO3 3.024 g
 pH 6.9-7.0

Esta solución se esteriliza por medio de una membrana (Millipore) con un diámetro de 0.22 µm. 
Conservar en refrigeración a 4°C. 

III. Solución estabilizadora de Fosfatos (PBS).

Esta solución fue utilizada como vehículo del CasNa, las sales de fosfatos proporcionan la 

capacidad estabilizadora a esta solución, y se compone de: 

 Cloruro de magnesio (MgCl2)(Sigma, Chem, USA)                   0.10 g
 Cloruro de calcio (CaCl2)(Sigma, Chem, USA)                          0.10 g
 Cloruro de sodio (NaCl)(Sigma, Chem, USA)                            8.00 g
 Cloruro de potasio (KCl)(Sigma, Chem, USA)                           0.20 g
 Fosfato monoácido de sodio (Na2HPO4)(Sigma, Chem, USA)   2.16 g
 Fosfato diácido de potasio (KH2PO4)(Sigma, Chem, USA)        0.20 g

El cloruro de magnesio y cloruro de calcio se disuelven en 100 mL de agua bidestilada. Las sales 

restantes, por separado se disuelven en 800 mL de agua bidestilada y después se mezclan ambas 

soluciones. Se ajusta el pH de 7.2 a 7.5 utilizando ácido clorhídrico 8N (Sigma, Chem, USA), y 

se afora a un volumen final de 1000 mL. Esta solución se esteriliza por medio de una membrana 

(Millipore) con un diámetro de 0.22 µm, la solución se almacena a una temperatura de 4°C.
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IV. Interleucina-3 recombinante de ratón (rmIL-3).

Preparar 10 mg de albúmina en 10 mL de PBS (0.1%) Agitar hasta disolver. Filtrar con un filtro 

de 0.2 micras. Tomar 50 µL de IL-3 + 4950 µL de PBS-Alb 0.1% = 5000 µL que contienen 500 

ng de IL-3, colocar en viales rotular con 50 ng en 500 µL. Conservar en refrigeración a –20 °C.

V. Preparación del colorante Azul Tripano

Para las pruebas de viabilidad y conteo celular se empleó una dilución del colorante azul tripano 

(Sigma, Chem, USA) al 0.3% en PBS 1X. Antes de su uso la dilución del colorante fue filtrada 

haciéndose pasar a través de un filtro Whatman del número 2. Conservar a temperatura ambiente.
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APÉNDICE B

TINCIÓN CON GIEMSA

Reactivos.

1.- Solución stock:

Disolver 50 mg de Giemsa en 5 mL de metanol absoluto (Cubrir de la luz).

2.- Solución de tinción:

Tomar 1 mL de la solución stock y diluir con 9 mL de agua destilada. (Preparar al momento de la 

tinción).

Procedimiento:

1. Preparación de la muestra 

2. Tomar una alícuota de 30–40 µL y colocarla en la camisa para la centrífuga (Shandon 

Southern cytospin).

3. Colocar el portaobjetos y la camisa en la centrífuga.

4. Centrifugar a 1000 rpm por 5 minutos.

5. Dejar secar.

6. Teñir con la solución de tinción por 10 a 15 minutos. 

7. Lavar con agua destilada, y dejar secar.

Criterios para determinar la morfología.

Observar la morfología y distinguir las células diferenciadas de los blastos. Los monocitos 

presentan tamaño mayor al de los blastos, la intensidad de coloración del citoplasma es menor, el 

núcleo puede ser excéntrico e identado y disminuye la porción núcleo/citoplasma. Los 

granulocitos-neutrófilos comparten las características de los monocitos excepto que su tamaño es 

semejante a los blastos y en el estadio en banda el núcleo tiene forma de dona.
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APÉNDICE C

ANÁLISIS CITOQUÍMICO
Tinción α-Naftil acetato esterasa para monocito-macrófago.

REACTIVOS.

1. - Alfa–Naftil acetato.

2. - Solución fijadora (estable por dos meses, 4-6°C).

Disolver 60 mg de acetato de sodio (CH3COONa) en 60 mL de acetona (CH3COCH3), adicionar 

40 mL de agua destilada y 70 µL de ácido acético (CH3COOH).

3.- Solución de pararosanilina (estable por dos meses, 4-6 °C).

Disolver 1 gr de pararosanilina en 25 mL de ácido clorhídrico (HCL) 2N, realizarlo en caliente 

(baño maría) filtrar cuando esté a temperatura ambiente.

4.- Solución de Nitrito de Sodio.

Disolver 1 gr. de Nitrito de Sodio (NaNO2) en 25 mL de agua destilada.

5.- Solución de fosfatos 0.2 M pH 7.0-7.1.

a) Disolver 11.9 gr de Fosfato diácido de sodio monohidratado NaH2PO4.H2O en 500 mL de agua 

destilada.

b) Disolver 14.196 gr. de Fosfato monoácido de sodio Na2HPO4 en 500 mL de agua destilada.

* Mezclar 250 ml de la solución b con 130 ml de la solución a.

6.- Hematoxilina de Meyer (Sigma USA).

7.- Suero fisiológico. Cloruro de sodio (NaCl) al 9%.
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PROCEDIMIENTO

1.- Fijar los extendidos con la solución fijadora durante un minuto, y lavar con suero fisiológico.

2.- Incubar durante 60 minutos en la siguiente solución:

a) Mezclar 50 µL de la solución de Nitrito de Sodio y 50 µL de la solución de pararosanilina. 

Mezclar las dos soluciones durante un minuto, después adicionar 5 mL de la solución de fosfatos 

0.2 M.

b) Diluir 10 mg de α-naftil acetato en 0.2-0.3 mL de acetona después agregar agitando, 20 mL de

la solución de fosfatos 0.2 M.

*Mezclar las dos soluciones y filtrar.

Después del tiempo transcurrido lavar con agua destilada.

3.- Teñir 10-30 minutos, con hematoxilina de Meyer.

Lavar abundantemente con agua destilada.

*En las células positivas se observa un precipitado difuso color marrón en el citoplasma 

*Se utilizó como control positivo la línea celular de tipo monocito-macrófago P-388 y J-774.
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APÉNDICE D

ANÁLISIS CITOQUÍMICO
Tinción cloroacetato esterasa para granulocito-neutrófilo.

REACTIVOS

1. - Naftol-ASD Cloroacetato (estable por dos meses, 4-6°C).

Disolver 5 mg de Naftol-ASD Cloroacetato en 2.5 mL de N-N Dimetil-formamida.

2. - Solución Fijadora pH 6.6 (estable por más de dos meses, 4-6 °C).

Disolver en 30 mL de agua destilada: 20 mg de Fosfato monoácido de sodio Na2HPO4, 100 mg 

de Fosfato diácido de potasio (KH2PO4), 45 mL de acetona (CH3COCH3) y 25 mL de 

Formaldehído (CH2CO2).

3.- Solución de Fuccina nueva (estable por 2 meses, a temperatura ambiente).

Disolver 1 gr de Fuccina en 25 mL de ácido clorhídrico (HCl) 2N, realizarlo en caliente (baño 

maría) filtrar cuando alcance la temperatura ambiente.

4.- Solución de Nitrito de Sodio (NaNO2) (estable 7 días, 4°C).

Disolver 1 gr de Nitrito de Sodio en 25 mL de agua destilada.

5.- Solución de fosfatos pH 7.73.

Disolver 0.852 gr de Fosfato monoácido de Sodio (Na2HPO4) y 0.09 gr de Fosfato diácido de 

Potasio (KH2PO4 ) en 100 mL de agua destilada.

6.- Hematoxilina de Meyer (Sigma USA).

7.- Suero Fisiológico. Cloruro de Sodio (NaCl) al 0.9 %.
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PROCEDIMIENTO 

1.- Fijar los extendidos con la solución fijadora durante 30 segundos y lavar con suero 

fisiológico.

2.- Incubar durante 30 minutos en la siguiente solución:

a) Tomar 50 µL de la solución Nitrito de Sodio y 50 µL de la solución de Fuccina nueva. Mezclar 

las dos soluciones durante un minuto, adicionar 9.5 mL de la solución de fosfatos pH 7.73, 

después agregar 0.5 mL de la solución de naftol AS-D- Cloroacetato.

Lavar con agua destilada.

3.- Teñir 10-30 minutos con hematoxilina de Meyer. Lavar abundantemente con agua destilada.

* En las células positivas se observa gránulos rojos brillantes en el citoplasma.

* Se utilizo como control positivo granulocitos de médula ósea de ratón CD-1.
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