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II RESUMEN

La generación de las células de la sangre, evento conocido como hematopoyesis,

tiene lugar en la médula ósea sitio donde se localizan las células primitivas

hematopoyéticas, las cuales dan origen por multiplicación y diferenciación celular

a los diferentes linajes celulares sanguíneos. La hematopoyesis es regulada por

una serie de moléculas glicoprotéicas conocidas como factores de crecimiento

hematopoyéticas, producidas por las células estromales y las propias células

sanguíneas. Recientemente se mostró que la hematopoyesis in vitro puede ser

regulada por moléculas distintas a los factores de crecimiento hematopoyético,

particularmente por el caseinato de sodio (CasNa), una sal de la caseína, pero se

desconoce si conserva esta propiedad in vivo.

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar si el CasNa activa la

hematopoyesis in vivo. Se trabajo con grupos de tres ratones BALB/c que

recibieron cada dos días durante una semana una inyección de CasNa al 10 %

(P/V en agua Milli-Q) o sólo agua Milli-Q como vehículo. Al séptimo día se

sacrificaron, se obtuvieron las células de médula ósea, se pasaron por un

gradiente de densidad para obtener células mononucleadas las cuales fueron

cultivadas en presencia o ausencia de IL-3, al día cinco de cultivo se adicionó

timidina tritiada y al sexto se cosechó y evaluó la incorporación de tritio. También

se extrajeron los bazos, se pesaron y se les tomo fotografías.
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Los resultados permitieron observar que los ratones tratados con CasNa

presentaron un bazo (órgano hematopoyético extramedular) más grande y mayor

número de células mononucleadas obtenidas de médula ósea. Finalmente, se

encontró que las células mononucleadas provenientes de ratones inyectados con

CasNa mostraron mayor potencial de proliferación utilizando como análisis

estadístico la prueba de ANOVA y t-Student.
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III.        MARCO TEÓRICO

1.- HEMATOPOYESIS

Historia y células tallo hematopoyéticas

Uno de los primeros investigadores en indagar sobre las células precursoras fue

Maximov quien en 1923 formuló la noción sobre las células progenitoras de la

sangre y consideró que por su morfología estas células se parecían a los linfocitos

y por tal motivo no podían ser reconocidas fácilmente en la médula ósea.1

La existencia de las células tallo hematopoyéticas fue evidenciada por Till y

McCulloch, cuando descubrieron que se evitaba la muerte de ratones irradiados

letalmente mediante la inyección de células de médula ósea normal.2

Tras la inyección de células normales se presentaban focos de alta tasa de

proliferación localizadas en el bazo de los ratones recuperados, cada foco de

crecimiento contenía células en diferente grado de maduración, estos eran de tipo

granulocito, monocito o eritrocito, y lo más interesante es que formaban focos de

proliferación constituida por una mezcla de estos tipos celulares incluyendo a los

linfocitos. Cada foco de células en crecimiento provino de la multiplicación de una

sola célula precursora, la proliferación de varias de ellas fue lo que constituyó el

tejido hematopoyético de los ratones transplantados.3 Lo anterior les permitió

concluir que el bazo es el sitio de residencia para las células pluripotenciales o

tallo, inyectadas de ratones sanos después de 7 a 14 días de transplante, de aquí

que las células progenitoras de estas colonias tengan el término de unidades
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formadoras de colonias del bazo (CFU-S del Inglés “colony forming unit-spleen”).4

Los cultivos in vitro de células de médula ósea de ratón por 7 días, también

desarrollaron colonias de células hematopoyéticas, lo que confirmó la presencia

de las CFU-S.5 Fue así como se concluyó que en la médula ósea existen células

hematopoyéticas con la capacidad de reconstituir la hematopoyesis en individuos

inmunodeficientes.

Los focos de proliferación compuestos de células de tipo granulocito, monocito,

etc., y la formación de focos de proliferación con composición celular mixta,

indican la existencia de células precursoras monopotenciales y multipotenciales o

pluripotenciales. Las CFU-S multipotenciales fueron consideradas como las

células precursoras hematopoyéticas más primitivas a las cuales se les llamó

células tallo hematopoyéticas (HSC del Inglés “hematopoietic stem cells”) y se les

definió como células con capacidad de autorrenovación, alto potencial proliferativo

y capacidad para diferenciarse a todos los linajes hematopoyéticos.6 Las HSC

han sido divididas en dos subgrupos de acuerdo a estudios de transplante en

modelos de ratón, las reconstituyentes a largo plazo y las de corto plazo. Las

primeras HSCs (LT-HSC por sus siglas en Inglés, long-term hematopoietic stem

cells) representan 0.007% en el ratón,7 y son capaces de autorrenovarse

indefinidamente y reconstituyen la hematopoyesis para toda la vida; las segundas

HSCs (ST-HSC por sus siglas en Inglés, short-term hematopoietic stem cells) que

retienen la capacidad de auto-renovación y reconstitución de la hematopoyesis y

sólo pueden autorrenovarse por un periodo de seis a ocho semanas,8 y dan lugar
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a los progenitores multipotenciales (MPP ” multipotent progenitors”), los cuales se

diferencian hacia progenitores restringidos de oligolinaje, originando directamente

todos los linajes sanguíneos y pueden autorrenovarse por un periodo menor a dos

semanas. Por lo tanto, una posible jerarquización de las células pluripotenciales

quedaría así LT-HSC --- ST-HSC ---MPP.10, 11

Se han localizado dos clases de progenitores de oligolinaje restringido en el ratón:

los progenitores linfoides comunes (CLP) los cuales están restringidos a nivel

clonal para dar origen a los linfocitos T, linfocitos B y células naturales asesinas

(NK)12 y los progenitores mieloides comunes (CMP), estos dan origen al linaje

mieloide, como los monocitos/macrófagos, granulocitos y progenitores

megacariocito/eritroides los cuales se diferencian hacia megacariocitos/plaquetas

y eritrocitos, estos progenitores aún mantienen el potencial para la diferenciación

hacia el linaje de células B, pero a una frecuencia extremadamente baja.13 Algo

interesante es que ambas clases de progenitores pueden generar células

dendríticas, sugiriendo con esto la existencia de vías alternas para la generación

de este grupo de células (Figura 1).8,14,15,
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  Linaje Mieloide    Linaje linfoide

LINAJE MIELOIDE     LINAJE LINFOIDE

FIGURA 1. Esquema de células de progenitores de linaje y la hematopoyesis. La HSCs se

dividen en LT-HSC, células tallo hematopoyéticas de largo plazo y ST-HSC de corto plazo;  a su vez

se diferencian en MPP, progenitores multipotenciales; estos dan origen a las CLPs (progenitores

linfoides comunes) que desarrollan Linfocitos T, B y NK (células naturales asesinas). Las CMPs

(progenitores mieloides comunes) desarrollan GMPs (progenitores granulocito-macrófagos) para

diferenciarse en granulocitos, macrófagos, monocitos; y  en MEP (progenitores

megacariocito-eritroides) que produce eritrocitos, plaquetas y megacariocitos. Ambos CLPs y CMPs

desarrollan células dendríticas.8

En humano se han identificado a las células por medio de anticuerpos

monoclonales contra antígenos de superficie. Estos marcadores permiten

enriquecer la población de células seminales, lo innegable es que las células

primitivas hematopoyéticas altamente purificadas provenientes del saco vitelino,

• • • ,. 'ritnllttt P'"MtI.. qm,,'"'''' Mil.'" 941.1" P".rftlfll 9tlMI .. T 9""" NK AtI., ... 
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hígado fetal, bazo o de médula ósea tienen el potencial de repoblar el tejido

hematopoyético.16

La diferenciación celular es un fenómeno en el cual existen cambios fenotípicos y

se adaptan nuevas características funcionales. La hematopoyesis (haima =

sangre y poyesis = producción) es el proceso por el cual se da la formación de

células sanguíneas mieloides y linfoides funcionales. Este proceso se inicia desde

la embriogénesis en el saco vitelino, posteriormente migra a hígado y bazo,

finalmente llega a la médula ósea sitio definitivo de la hematopoyesis en la vida

adulta.17

El sistema hematopoyético se compone de tres compartimientos:

1) el primitivo conformado por las células más primitivas o totipotenciales

2)  el progenitor conformado por células comprometidas a un linaje maduro

específico

3)  el maduro compuesto de todas las células maduras de la sangre como

son los macrófagos, neutrófilos, eosinófilos, megacariocitos, eritrocitos y

linfocitos T y B.18

El paso de una población a otra es una trayectoria irreversible, en la que las

células incrementan su número y sufren comprometimiento hacia un linaje

específico, pero progresivamente disminuyen su potencialidad y su capacidad de

autorrenovación.19, 20

Existen dos hipótesis para explicar como ocurre la autorrenovación o
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comprometimiento (diferenciación) de una célula tallo. El modelo determinístico

establece que no cualquier célula seminal sufre un comprometimiento, ya que

estas son influenciadas por factores microambientales que las comprometen

irreversiblemente a cierto linaje celular. El modelo estocástico menciona que

cualquier célula seminal tiene la misma probabilidad de sufrir autorrenovación, o

entrar al compartimiento de comprometimiento, las citocinas solo facilitan la

progresión de estos eventos.21

Microambiente hematopoyético

Las células hematopoyéticas precursoras, se localizan en el estroma de la médula

ósea, dentro del tejido esponjoso del hueso, este se encuentra rodeado por el

hueso cortical12, 22, 23 (Figura 2). Las células tallo  hematopoyéticas (HSCs) son

células pluripotenciales, es decir tienen la capacidad de originar todos los linajes

sanguíneos, y representan menos del 0.01% de células mononucleadas en la

médula ósea. Fenotípicamente, son células pequeñas con poco citoplasma,24 en

condiciones normales la mayoría de las HSCs se encuentran quiescentes (fase

Go del ciclo celular) y solo se dividen para mantener los niveles de la

hematopoyesis en el organismo.25

En la médula ósea se localizan distintos tipos de células estromales, tales como

fibroblastos, macrófagos, células endoteliales, osteoblastos y adipositos quienes

son los encargados de producir citocinas y crear el microambiente propicio para la

hematopoyesis.17



FIGURA 2. En el hueso esponjoso

(A) se localiza la médula ósea (B)

donde se encuentran las células que

dan origen a los diferentes linajes

tanto mieloide (plaquetas,

granulocitos, macrófagos,

eritrocitos) como linfoide (células

dendríticas, células T, células NK,

células B). 22,23

10

Las células progenitoras hematopoyéticas (CPHs) derivadas de las HSCs pierden

su capacidad de auto-renovación y pluripotencialidad, pero adquieren la suficiente

capacidad proliferativa para generar las células sanguíneas maduras requeridas.

Las células comprometidas hacia determinado linaje también conocidas como

unidades formadoras de colonias (CFU) pueden ser de granulocitos (CFU-G),

eritrocitos (CFU-E), megacariocitos (CFU-MK), granulocito-macrófagos (CFU-GM),

 células B (CFU-preB), etc., son células que darán origen a las progenitoras

maduras, dependiendo del linaje al que pertenecen. 12,26

En las etapas finales, las células han sufrido una dramática especialización

promovida por la entrada a la fase de diferenciación. En estas etapas los distintos

precursores pueden ser identificados mediante tinciones morfológicas y además,

Hueso 
~~"'--;---T- esponjoso ---. 

r=---T-- Médula 

Las células 
pre<:urso as de la 
médula ósea pro ucen 
todos los tipos de 
células sanguíneas. 
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existe una notable o total disminución en su capacidad proliferativa.27 Al madurar

los precursores dan origen a las células sanguíneas circulantes. Este

compartimiento contiene varios tipos de células completamente distintas en

apariencia y con funciones específicas.28 Las células que pertenecen al linaje

linfoide originarán a las células B, T y naturales asesinas, cuya función es

participar en la respuesta inmune; mientras que en el linaje mieloide generarán a

los eritrocitos, que se encargan fundamentalmente del transporte de oxígeno; las

plaquetas que participan en la coagulación sanguínea; los granulocitos

(neutrófilos, eosinófilos, basófilos) y monocitos, quienes también intervienen en la

respuesta inmune de la defensa del organismo contra agentes extraños, ya sean

exógenas (bacterias, hongos, virus, etc) o endógenas (células tumorales, etc)

(Figura 1).29

Las células precursoras hematopoyéticas tienen períodos de vida relativamente

cortos desde unas horas como los granulocitos o hasta varias semanas como los

eritrocitos, de forma tal que diariamente mueren y se originan grandes cantidades

de estas células.17 La actividad hematopoyética se inicia en el saco vitelino

donde un grupo de células origina a las precursoras totipotenciales o también

denominadas madre, las cuales son transportadas a diferentes órganos como el

hígado, bazo, timo y médula ósea para dar lugar enseguida a la proliferación  y

diferenciación de todos los linajes celulares que forman la sangre.30

Las células hematopoyéticas, en las primeras semanas de desarrollo en el saco

vitelino, bazo e hígado fetal, son principalmente eritroblastos y mielocitos. En el
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timo, la porción epitelial comienza a poblarse de células precursoras linfoides que

se diferencian posteriormente hasta linfocitos del timo donde proliferan en número

dando lugar a linfocitos T. A partir de las células totipotenciales en la médula ósea

se comienzan a desarrollar todos los tipos celulares de la sangre al igual que el

tejido conjuntivo, de tal manera que el principal sitio de  actividad hematopoyética

de la vida postnatal donde se forman tanto las células de linaje mieloide y linfoide

que circulan en la sangre periférica es la médula ósea ya que otros órganos o

centros hematopoyéticos dejan de ser funcionales.31

Se considera que las células precursoras del linaje linfoide y mieloide; y la matriz

extracelular constituyen el nicho indispensable para la sobrevivencia,

autorreplicación y comprometimiento de las células HSC hacia los diferentes

linajes hematopoyéticos.32, 33

Las células tallo representan 0.01-0.005% de todas las células presentes en la médula ósea;

se ha estimado que en humanos normales hay aproximadamente 50 millones de HSC, las

cuales pueden producir hasta 1x1013 células sanguíneas maduras en un intervalo de vida

normal. Sin embargo en situaciones como sangrado o infección ocurren varios eventos; los

depósitos de células hematopoyéticas en la médula ósea o adheridas al endotelio son

rápidamente liberadas a la circulación, y son localizadas en el sitio de daño, pocos

progenitores y células maduras sufren apoptosis, además las HSCs y progenitores son

estimulados a proliferar y a diferenciarse a leucocitos, eritrocitos y plaquetas. Cuando el

sangrado, infección u otro tipo de estrés cesa, la demanda de células sanguíneas disminuye,

los procesos anti-apoptóticos y proliferativos caen, las células sanguíneas son redistribuidas
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a sus sitios de almacenamiento, y la cinética de la hematopoyesis retorna a sus niveles

basales. Este proceso se repite innumerable veces durante nuestras vidas.29, 34, 35, 36, 37

Factores de crecimiento hematopoyético

La diferenciación de las células progenitoras hacia células especializadas es

controlada por factores glicoproteicos producidos en la médula ósea.38

Conclusión obtenida por experimentos de cultivos in vitro de células precursoras

hematopoyéticas provenientes de médula ósea de ratón, éstas sólo proliferan en

presencia de células estromales o medio condicionado de estas mismas.39,40

Los factores obtenidos de los diferentes tipos celulares, mostraron mayor

actividad sobre un linaje en particular; el factor proveniente de medio

condicionado de fibroblastos induce la formación de colonias de

monocito-macrófago. El de macrófago induce la formación de colonias de

granulocitos, y el de epitelio induce la formación de colonias de

granulocito-macrófago,41 que en conjunto se les denomina factores de

crecimiento hematopoyético o factores estimuladores de colonias (CSF) y son

miembros de la familia de las citocinas.

Los CSF interactúan en las poblaciones de células inmunes inmaduras

potenciando su maduración y proliferación a través de la unión a receptores

específicos de membrana.42 Estas moléculas presentan retro-regulaciones

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
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producción de citocinas y modular negativamente o positivamente los efectos de

dichas citocinas.40

Esto ha permitido establecer que la hematopoyesis se sostiene debido a que las

células integrantes del estroma secretan diversas citocinas 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)

o de macrófago (M-CSF) o de granulocito (G-CSF) así como el factor de células

tallo (SCF) factor de necrosis tumoral (TNF), factor de crecimiento transformante

(TGF) e incluso hasta antagonistas de algunas citocinas como el IL-1Ra.43

Las células en su estado más primitivo requieren de la acción concertada del SCF

que tiene efecto positivo para la sobrevivencia y proliferación de las células

seminales. Para las células progenitoras, solo la presencia de factores como IL-3

es suficiente para su proliferación y diferenciación hacia células maduras. Por otro

lado, la regulación negativa de la hematopoyesis está bajo el control de citocinas

como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF ), interferón gama (IFN ), factor de

crecimiento transformante beta (TGF ), proteína inflamatoria de macrófagos 1 alfa

(MIP-1 ), IL-4, IL-10 e IL-13.34

La clonación de células hematopoyéticas sustentada por los CSF, la identificación

y clonación de estos genes así como de sus receptores y la producción de

citocinas recombinantes ha permitido la caracterización de éstos y otros factores

que inducen la proliferación y diferenciación de las células precursoras
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comprometidas e incluso de células tallo pluripotenciales, también de aquellos que

regulan de manera negativa la proliferación, actualmente se conocen más de

treinta factores42 (Tabla 1).

TABLA 1 – Citocinas hematopoyeticas42

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 linfocinas) y la

proliferación de distintos linajes celulares: eosinófilos, eritrocitos,

megacariocitos, granulocitos, y monocitos.

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 lo 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 (quimiocina) 6.5

Monocitos, células

endoteliales, macrófagos

alveolares, fibroblastos.

Induce la quimiotaxis y activación de neutrófilos y células T.
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IL-9 30-40  Linfocitos Th  Activa la proliferación de Th

IL-10 17-21 Células T
Induce la proliferación de algunas células T, potencia 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 célula 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 la célula B

IL-17 20-30
Células no linfoides,

musculares

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

diferenciación de la célula NK.

IL-18 ?
Células endoteliales y

 monocitos.

Inmunomodulatoria.

INTERFERONES

IFN- 18-20 Linfocitos

Coestimula la producción de la célula 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 monolitos y aumenta en ellos la expresión de HLA clase I.

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 T Idem anterior.

FACTORES ESTIMULANTES DE COLONIAS (CSF)
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GM-CSF 14-35
Células T, endoteliales,

macrófagos, y fibroblastos

Estimulación de proliferación y diferenciación de precursores

mieloideos, potencia 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 hemopoyéticos,

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 stem.

Estimula la proliferación y la diferenciación de las células

progenitoras megacariocíticas. Aumenta la producción plaquetaria.

FACTORES  ESTIMULADORES DEL CRECIMIENTO

PDGF Plaquetas
Activa la activación plaquetaria, principalmente actúa regulando

mecanismos de adherencia.

TGF- may-20
Monocitos, fibroblastos y

células endoteliales

Induce la proliferación de los progenitores de los granulocitos y de

los monocitos, activa a los macrófagos, aumenta producción de

Leucotrienos en el eosinófilo, actividad tumoricida del monocito.

Induce la proliferación del granulosito.

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 cisteina

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.
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Bazo y hematopoyesis

La médula ósea es el órgano hematopoyético primario que reúne todas las

características y cuenta con el microambiente necesario para la producción de

células sanguíneas en la etapa adulta,44 sin embargo el bazo juega un papel muy

importante en la hematopoyesis secundaria, que puede ser fundamental.45 Se ha

determinado que participa de manera determinante en la reconstitución

hematopoyética de ratones letalmente irradiados.1 También se ha encontrado que

las células que forman colonias en bazo tienen el espectro completo de células

mieloides,46,47 esto se confirmó por el hallazgo de células hematopoyéticas

primitivas en este órgano. La hematopoyesis extramedular en los órganos

hematopoyéticos en particular bazo, refleja la propiedad de las células

hematopoyéticas inertes de volverse activas si son estimuladas.48 Entonces el

bazo es un órgano que puede participar de manera activa en la hematopoyesis

llegando incluso a suplir las funciones de la médula ósea.32

El bazo se ubica en el cuadrante superior izquierdo del abdomen, bajo el

diafragma y a la izquierda del estómago49, 50 (figura 3). Éste se desarrolla a

partir de las células mesodérmicas situadas entre las hojas del gastrio dorsal.51



1.- Pulmón
2.- Hígado
3.- Estómago
4.- Bazo
5.- Riñón
6.- Vesícula seminal
7.- Vejiga

19

Figura 3. Anatomía y ubicación del bazo (4) de ratón.50

El bazo, envuelto en una cápsula de tejido conectivo, contiene el mayor cúmulo de

linfocitos y fagocitos mononucleares en el cuerpo. Estás células junto con una red

reticular, están concentradas en diferentes áreas del bazo y contribuyen a la

/ 
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formación de los siguientes tres tipos de pulpa (tejido dentro de la cápsula):

blanca, roja y zona marginal. La imagen dentada del órgano (hilio) es donde los

vasos sanguíneos, vasos linfáticos y los nervios penetran en la pulpa. El tejido

conectivo que se extiende dentro del órgano desde la cápsula (trabéculas) divide

a la pulpa en compartimentos comunicantes.

El parénquima se compone de la pulpa roja y la pulpa blanca.52 La pulpa blanca

(linfocitos primarios), una zona blanco grisáceo visible, está formada por los

nódulos linfáticos y la vaina linfática periarterial. Dentro de los nódulos existen

centros germinales que consisten en una mezcla de linfocitos B, células

reticulares y macrófagos fagocíticos. La rama linfática periarterial rodea a las

arterias en el momento en que entran. Esta vaina se encuentra repleta de

linfocitos T y macrófagos. Se localiza donde inicia la respuesta inmune, en

algunos casos de la actividad inmunitaria aumentada, podría ocupar hasta la

mitad del volumen del órgano (normalmente forma 20%, o menos). La pulpa

blanca está rodeada por una zona marginal, una red reticular que contiene vasos

sanguíneos, células libres e intersticios estrechos. Esta zona se encuentra en la

unión de la pulpa blanca y la pulpa roja, ésta última contiene los senos y los

cordones; los senos son espacios vasculares dilatados para la sangre venosa. El

color de la pulpa roja se debe a la presencia de sangre en los senos, los cordones

están compuestos por cúmulo de tejido reticular y macrófagos, los cuales se

localizan entre los senos.53 En los centros germinales se inicia la respuesta

inmunitaria, en donde además de los linfocitos B y T, también se encuentran

células NK, granulocitos54 y células dendríticas.55
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Leucemia

La hematopoyesis anormal ocasiona cuadros clínicos que pueden ser letales

como la leucemia, ésta es una enfermedad mortal que se caracteriza por

proliferación maligna de las células de la sangre y de la médula ósea, donde se

bloquea su maduración. Existen dos tipos de leucemia, la leucemia aguda (LA) y

la leucemia crónica (LC). 56

La LA es una enfermedad maligna de la células pluripotenciales mieloides que

inicia en la médula ósea e incluye un grupo heterogéneo de desordenes

hematológicos caracterizados por la clonación de una sola célula de todas las

células mieloides que existen en la médula ósea. El incremento descontrolado de

la línea afectada condiciona la acumulación de un tipo celular predominante que

suprime e inhibe la producción y maduración hematopoyética normal, lo que

favorece en buena parte las manifestaciones clínicas con que batallan los

enfermos.57 La LC es una enfermedad que se presenta en la edad madura, sobre

todo de la mitad de la vida en adelante.56 Las leucemias crónicas de importancia

en México son tres: granulocítica, linfocítica y de las células peludas o

tricoleucemia; su curso indolente, larga evolución y ausencia de células muy

indiferenciadas las distinguen de las leucemias agudas.

La letalidad media anual de las leucemias agudas es de tres a cinco casos por

cada 100,000 habitantes y hay una tendencia notable al aumento del

padecimiento. En los niños, las leucemias agudas son la causa más frecuente de

muerte por neoplasia.
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La leucemia granulocítica crónica es menos común en México que la leucemia

aguda, pero es más frecuente que la leucemia linfocítica crónica, se puede

observar a cualquier edad, pero en niños constituye 3% de las leucemias en

general; su frecuencia aumenta gradualmente y predomina en adultos entre los

40-50 años. Se observa más en varones que en mujeres, con una relación de tres

a dos.

En la leucemia linfocítica crónica la enfermedad aparece de manera típica en

individuos mayores de 50 años, es rara en extremo en adultos menores de 35

años. Mientras que la leucemia de células peludas es poco frecuente en México y

predomina en el norte del país, es la que menos se presenta de las leucemias

crónicas.58

Tratamientos actuales

Los recursos terapéuticos antineoplásicos tradicionalmente han sido de origen

químico, actúan como citostáticos o citotóxicos y son agrupados con base a sus

características generales o a su mecanismo de acción en:

 a) agentes alquilantes   b) antimetabolitos

 c) antibióticos   d) derivados de plantas

La utilización de agentes antineoplásicos tanto químicos como de otra naturaleza,

han estado orientados a la supresión o por lo menos a intentar producir remisión

de la clona maligna, aunque se ha observado que existe la posibilidad de que en

un  bajo porcentaje de las células que conforman la línea afectada, desarrollan

resistencia contra tales productos, lo cual conduce a fracasos terapéuticos.57
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Una molécula que ha llamado poderosamente la atención es el derivado del ácido

retinoico el ATRA, el cual tiene gran éxito en la terapia de leucemias

promielocíticas agudas ya que además de inhibir la proliferación e inducir

diferenciación de células malignas in vitro, ha demostrado inducir una remisión

completa en pacientes con leucemia promielocítica aguda (LPA). Su acción, en

una variedad de tipos celulares, es mediada por la interacción con su receptor

nuclear, conocido como receptor de ácido retinoico (RAR). Estos receptores

tienen sitios de unión de alta afinidad al ATRA y en algunos de sus metabolitos. A

pesar de que el ATRA induce una remisión completa en el 85% de los pacientes

con LPA, existen dos limitaciones clínicas:

1.- Comúnmente del 5% al 25% de los pacientes sufren el síndrome del

ácido retinoico, que causa una progresiva toxemia y fallas multiorgánicas.

2.- La mayoría sufre una recaída con resistencia al tratamiento con

ATRA.59 Se ha propuesto que esta recaída puede ser consecuencia de un

incremento en los niveles de citocromo P-450 el cual impide mantener los niveles

necesarios de ATRA en el plasma, necesarios para su actividad.60

Desde el uso inicial de la quimioterapia, la dosis, el modo de administración y

otras variables han permitido lograr mejores resultados, sin embargo, pese al

seguimiento de protocolos probados en largas series de pacientes, continúan

presentándose casos de resistencia a la quimioterapia, así como susceptibilidad a

infecciones debido a la neutropenia que experimenta el paciente por los efectos

mielotóxicos de la quimioterapia.
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Para las leucemias crónicas las modalidades terapéuticas son variadas pero los

agentes alquilantes como el Cloranbucil y la ciclofosfamida son las drogas más

frecuentemente empleadas y su dosificación se basa en pequeñas dosis

continuas o bien grandes dosis intermitentes, en ambos casos el monitoreo del

efecto citotóxico es necesario. Otros agentes como la fluorarabina actúan como

inhibidores de la adenosil diamidasa y bloquean la síntesis de DNA “ácido

desoxirribonucleico”. De manera experimental se ha empleado la radiación

extracorpórea de la sangre, la irradiación mediastinal, la radiación corporal total o

la administración de isótopos radiactivos. Desgraciadamente estos recursos son

altamente tóxicos y poco efectivos.

Los recursos terapéuticos continúan implementándose y experimentándose. Los

análogos de bases púricas como adenosin diamidasa o la 2’- deoxicoformicina

(este último es un derivado de cultivos de Streptomyces antibioticus) cuando se

aplican conjuntamente con el interferón logran hasta un 82% de respuesta

completa. El tratamiento para pacientes con leucemia así como el de otros

trastornos linfoproliferativos están en continua evolución, las combinaciones de los

agentes conocidos, los nuevos medicamentos, los esquemas de aplicación, la vía

de administración y aún la cronobiología conforman toda una gama de variantes

tendientes a eliminar o a controlar a la clona maligna.

Aunque clínicamente se establezca que existe una remisión completa, desde el

punto de vista biológico esto no puede ser aceptado, se ha establecido que

después de cada esquema terapéutico se considera que la población destruida es

del 99%, posteriormente 99.9% y finalmente 99.99%, de manera que calculando
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la probabilidad de sobrevivencia de las células malignas estas serian de  1%,

0.1% y 0.01% respectivamente. De este conocimiento se desprende la necesidad

de administrar terapia de consolidación y aun así no se puede establecer que

exista una remisión biológica por lo que se deben emprender estudios orientados

a esta enfermedad.57

2.-CASEÍNAS Y HEMATOPOYÉSIS

Dentro del campo de la investigación biomédica se ha observado que existen

biomoléculas de origen y naturaleza distintas a las citocinas que afectan la

proliferación y diferenciación de las células hematopoyéticas, como por ejemplo el

ácido retinóico (ATRA), miembro de la familia de las hormonas esteroideas y la

caseína (proteína más abundante de la leche), sustancia que se encuentra fuera

del organismo, la cual actúa de manera similar a las citocinas. En la

hematopoyesis algunos datos indican que la sal de caseína, el caseinato de sodio

(CasNa), aumenta la diferenciación de la línea celular hematopoyética de ratón

32D,61 por lo que en el proceso de la hematopoyesis y en la respuesta inmune el

consumo de leche es muy importante e indispensable en el organismo.62,63

La leche y los productos lácteos son componentes importantes en la dieta

humana. A nivel mundial, contribuyen con cerca del 4% de la energía total del

cuerpo, y en algunas zonas geográficas como Norte América, Australia y Europa

su contribución es hasta del 10% (FAO 1995-1999). Aunque existe una

considerable variación geográfica con la de otras especies, la leche de vaca es la
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más frecuentemente consumida.64 La leche es un complejo nutricional que

contiene más de cien sustancias disueltas en agua, la leche bovina está

constituida por 3.6% de proteínas, 4.1% de grasas, 5.0% de carbohidratos, menos

del 1% de vitaminas y minerales y 86.6% de agua (Tabla 2). La caseína, la

principal proteína presente en la leche se encuentra dispersa en un gran número

de partículas en suspensión coloidal que se conocen como micelas.65 La

concentración de proteína de la leche varía de un 3.0-4.0%, el cual está

compuesto entre un 76-86% por caseínas (30-35g/L). 66,67

FRACCIÓN PROTEÍCA (3.6%)

Caseínas

                 Alfa S1

                 Alfa S2

                 Beta

                 Kappa

                 Lambda

   Proteínas del suero

                 Alfa-lactoalbúmina

                 Beta-lactoglobulina

                 Inmunoglobulinas

                 Proteasas-peptonas

%DEL TOTAL DE LA FRACCIÓN

80

34

 8

25

 9

 4

20

  4

  9

  1

  2

GRASAS (4.1%)

                 Triglicéridos

                 Diglicéridos

                 Monoglicéridos

                 Glicéridos ceto-ácidos

                 Glicéridos hidroxi-ácidos

                 Ácidos grasos libres

                 Fosfolípidos

                 Esfingolípidos

                 Esteroles

                 Colesterol

                 Escualeno

%DEL TOTAL DE LA FRACCIÓN

95-96%

                              1.26-1.59

                              0.016-0.038

                              0.85-1.28

                              0.60-0.78

                              0.10-0.44

                              0.80-1.00

                              0.06

                              0.22-0.41

                              0.419

                              0.007
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                 Carotenoides                             <0.001

VITAMINAS (<1%)

    Liposolubles

                 A

                 B

                 E

                 K

    Hidrosolubles

                 B1 (Tiamina)

                 B2 (Riboflavina)

                 B6 (Pirodoxina)

                 B12 (Cianocobalamina)

                 Biotina

                 Niacina

                 Ác. pantoténico

                 Ác. fólico

                 C

mg/100 mL

                              0.08

                              0.00006

                              0.1

                              0.0005

                              0.05

                              0.17

                              0.06

                              0.00045

                              0.003

                              0.1

                              0.35

                              0.006

                              2.1

MINERALES (<1%)

                 Calcio

                 Potasio

                 Magnesio

                 Cloro

                 Fósforo

                 Azufre

mg/100mL

                                    130

140

                                      60

                                      12

                                    119

                                      30

CARBOHIDRATOS (5%)

AGUA (86.5%)

Tabla 2. Composición de la leche bovina.65

La fracción de la caseína de la leche bovina comprende 4 proteínas s1 y s2-

(que son altamente fosforiladas), - (más hidrofóbica) y -caseína (glicosilada), las

cuales existen en una proporción aproximada de 39, 10, 37 y 14%.68 La -

caseína se encuentra en la superficie de la micela, mientras que el interior está
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compuesta por las fracciones s (as1- y as2- en una proporción 4:1) que están

altamente fosforiladas y la -caseína que se une a moléculas de fosfato de

calcio.69

Las micelas de caseínas no sólo incorporan sales de calcio, si no que también

presentan gran afinidad por cationes divalentes y trivalentes como el hierro o zinc,

debido a sus residuos de serinas que se encuentran fosforilados. Los péptidos

que presentan son conocidos como caseinofosfopéptidos (CPP).68, 69

Cuando las caseínas son sometidas a proteólisis enzimática y bacteriana, se

liberan péptidos bioactivos de cerca de diez aminoácidos, que se conocen como

exorfinas ( -caseína), casomorfinas ( -caseínas) y casoxinas ( -caseína).70

Algunos de estos péptidos estimulan el sistema inmune de recién nacidos y dan

una mayor resistencia a infecciones virales y bacterianas en adultos, por estimular

la producción de fagocitos.71

Las -casomorfinas actúan sobre la conducta, proliferación de linfocitos de sangre

periférica y en los mecanismos de liberación de histamina por leucocitos.70 Por

otra parte, péptidos derivados de la -caseína muestran actividad modulatoria en

la función de macrófagos.72

La -caseína muestra actividad inmunomoduladora, ya que aumenta la

producción de anión superóxido por neutrófilos  y la proliferación de linfocitos, 73

mientras que la k-caseína es capaz de actuar en la melanogénesis, ya que tiene
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un efecto despigmentador, se sabe que el extremo carboxílico del glicopéptido es

quién promueve la proliferación celular e inhibe la actividad de tirosina cinasas en

células B16.74

En células de la mucosa intestinal de ratón, la -caseína y su sal, el caseinato de

sodio (CasNa) inducen la liberación de colescitocinina, hormona involucrada en la

digestión e incrementan las concentraciones de calcio intracelular.75,76 El

hidrolizado de caseína bovina suprime la proliferación de linfocitos in vitro.77 Por

otra parte existen datos que indican que las caseínas poseen actividad

antihipertensiva y antibiótica.78,79

Una dieta baja en caseínas incrementa la posibilidad de presentar tumores en

colon de ratas Wistar,63 mientras que una dieta rica en caseínas protege contra el

desarrollo de cáncer intestinal en ratas80. Por otra parte hay estudios que indican

que la inyección de caseína en ratas eleva la producción de anticuerpos.76 Lo

anterior muestra que las caseínas pueden regular al sistema inmune.

Cuando se disuelve caseína en hidróxido de sodio, se obtiene el caseinato de

sodio (CasNa), una sal compuesta por un 65% de proteínas. Es un polvo blanco

sin sabor, ni olor, soluble en agua y por su alto contenido de proteínas es utilizado

en la industria alimenticia.65 Por otro lado se ha demostrado que la inyección de

caseinato de sodio (CasNa) en cavidad peritoneal induce la acumulación de

granulocitos y macrófagos en ratones y peces.81,82 También se ha observado

que la inyección intraperitoneal de CasNa en ratones, eleva la concentración de
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factores estimuladores de colonias tipo granulocitos y macrófagos (G-CSF y

M-CSF),83 en suero y exudado de cavidad peritoneal, asimismo se ha observado

la presencia de GM-CSF en suero de ratones.41

Se ha mostrado que el CasNa acelera la transición de granulocitos en banda a

polimorfonucleares en forma similar al G-CSF, además  de inducir la liberación de

M-SCF en granulocitos84, adicionalmente induce diferenciación de las células

hematopoyéticas multipotenciales 32D (una línea utilizada como modelo de

estudio de hematopoyesis normal) hacia el linaje monocito-macrófago.61

Interesantemente también frena la proliferación de la línea de células leucémicas

mielomonocíticas de ratón WEHI-385  y datos recientes de nuestro laboratorio

indican que, a diferencia de las células WEHI-3,  induce la proliferación de células

mononucleadas de médula ósea de ratón normal in vitro. Este conjunto de datos

permiten concluir  que las caseínas regulan la hematopoyesis in vitro.

Se ha observado que la eliminación de la caseína en la dieta de ratones, provoca

reducción en la generación de leucocitos y una dieta complementada con caseína

reduce la mielosupresión.86 Además experimentos in vivo revelan que una dieta

baja en caseínas reduce los niveles de eritropoyetina, el mayor regulador

fisiológico de la eritropoyesis en suero, asimismo disminuye el número de

unidades formadoras de colonias eritroides (CFU-E) en bazo,87 mostrando con

esto la gran sensibilidad del bazo para cualquier cambio en los niveles de caseína.

También se ha reportado que una dieta libre de caseína provoca una reducción en

el peso de los ratones cercano al 24% así como modificaciones al microambiente
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hematopoyético debido a alteraciones en la estructura de la matriz extracelular en

médula ósea.88

 Lo anterior sugiere la posibilidad de que el CasNa puede servir como regulador

de la hematopoyesis in vivo.
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Recientemente se demostró en estudios in vitro que el caseinato de sodio

(CasNa), una sal de la caseína, activa la hematopoyesis normal, pero se

desconoce si ésta molécula hace lo mismo in vivo. En el presente estudio se

analiza si el efecto del CasNa se conserva en la hematopoyesis in vivo.
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V. JUSTIFICACIÓN

Los decesos en México debido a tumores malignos ocupan el quinto lugar, entre

los tumores malignos, las leucemias (una hematopoyesis anormal) provocan el

mayor número de muertes con el 1.2% en 1999, incluso por arriba de los tumores

malignos del cuello uterino que representan el 0.4% 89. En el año 2000, las

leucemias fueron la segunda causa de mortalidad en edad escolar (5 a 14 años),

con un 13%, esta tendencia se mantuvo en el 2001, ocupando nuevamente el

segundo lugar de mortalidad solo después de los accidentes automovilísticos 90.

Por lo anterior es importante, la investigación dentro del campo de la hematología

que permita conocer nuevas opciones de regulación de la hematopoyesis normal

y evaluar la posibilidad de que estos conocimientos puedan ayudar a encontrar

alternativas para solucionar problemas de hematopoyesis anormales como el

caso de la leucemia.

Como se sabe, los agentes anti-tumorales empleados en la terapia de pacientes

leucémicos eliminan células normales y leucémicas, razón por la cual

comprometen la salud del paciente.

El tratamiento ideal es la eliminación de las células neoplásicas, pero no de las

normales.
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Se ha visto que el CasNa activa la hematopoyesis normal, pero frena la leucémica

“in vitro”. Si esta característica del CasNa se conserva “in vivo”, puede abrir una

interesante opción terapéutica para la leucemia.
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VI. HIPÓTESIS

Conociendo que la adición del caseinato de sodio (CasNa) al cultivo de células

normales de médula ósea de ratón estimula la hematopoyesis in vitro, suponemos

que la inyección de CasNa a los ratones estimulará la hematopoyesis in vivo.
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VII. OBJETIVOS

Objetivo general

1. Evaluar si el caseinato de sodio (CasNa) activa la hematopoyesis in

vivo.

Objetivos particulares

1. Evaluar si existe incremento en el número de células mononucleadas

de médula ósea en ratones inyectados con CasNa

2. Evaluar si existe incremento en el tamaño y peso del bazo en

ratones tratados con CasNa

3.  Estimar si las células mononucleadas provenientes de ratones

tratados con CasNa tienen mayor potencial proliferativo.
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VIII. MATERIAL Y MÉTODO

Equipo y Material

Equipo

1. Centrifuga DINAC B-D (Becton Dickinson and Company Persippany NJ)  

2. Microscopio óptico (American Optical Corporation)

3. Campana de flujo laminar (Veco. México)

4. Campana de madera con luz ultravioleta

5. Balanza granataria (Ohaus. Florham Park N.J.  Capacidad de 2kg “5lb”).

6. Balanza analítica (Mettler H54 AR). Con capacidad máxima de 160 gramos

7. Incubadora (Termo Forma Series II,  Ohio, USA)

8. Contador de emisión beta (Beckman Ls6500 Multi purpose scintillation

counter. USA)

Material

1. Micropipetas (20 l, 200 l y 1000 l)

2. Puntas para micropipetas (200 l y 1000 l)

3. Cajas Petri (5 y 10 ml)

4. Tubos cónicos de vidrio y plástico (5 y 10 ml)

5. Tubos Eppendorf (1 y 2 ml)

6. Matraz Erlenmeyer (500 y 1000 ml)
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7. Probetas graduadas (500 y 1000 ml)

8. Vasos de precipitados (50, 250 y 500 ml)

9. Placas de 96 pozos (Corning NY, USA)

10.Estuche de disección

11.Hemacitómetro

12.  Jeringas de insulina de 1 ml

Reactivos

1. Colorante azul tripano (Sigma Chem USA)

2. Iscove’s Modified Dulbecco’s (Gibco BRL,USA)

3. Agua Milli-Q

4. Ficoll-Paque ( = 1.077g/ml)

5. Suero Fetal Bovino (SFB) (Gibco BRL, USA)

6. Caseinato de sodio (CasNa)

7. Etanol al 70%

Método

Preparación del CasNa

El caseinato de sodio (CasNa) (Difco, USA) se utilizó al 10% (p/v) 0.1g (100 mg.)

de CasNa disuelto 1 ml (1000 l) de agua Milli-Q previamente esterilizado en

autoclave por 20 minutos a una temperatura de 120° y 15 lb de presión, al igual

que el vehículo (Agua Milli-Q) se trabajo en las mismas condiciones.
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Inyección a los ratones

1. Los ratones se dividieron en tres grupos de dos, al grupo control no se le

inyectó, al segundo grupo se le inyectó agua Milli-Q como vehículo y al

tercer grupo se le inyectó CasNa.

2. Este tratamiento se realizó cada tercer día por un período de 7 días.

Obtención de células

3. Después del tratamiento se sacrificaron los tres grupos de ratones por

medio de dislocación cervical. Se obtuvieron los fémures y bazos. Esto se

realizó en la campana de cultivo, previamente desinfectada con alcohol al

70% y se esterilizó por 20 minutos con luz ultravioleta (UV): los fémures se

colocaron en cajas petri con medio Iscove’s.

4. Se cortaron las epífisis de cada fémur de los tres grupos evitando que se

astillaran y con una jeringa de insulina de 1 ml con medio de Iscove’s

suplementado con SFB al 10% se extrajeron las células totales de médula

ósea. La suspensión celular se centrifugó para obtener el botón celular  de

cada grupo, la cual se colocó en  tubos con 2 ml de medio Iscove’s, SFB al

10% y se resuspendieron perfectamente y se colocaron cuidadosamente

sobre Ficoll en tubos cónicos  y se centrifugaron por 17 minutos a 500g.

5. Al finalizar éste período se obtuvo un anillo celular de cada muestra, el cual

contenía a las células mononucleadas, estás se lavaron dos veces con

medio Iscove’s y SFB al 10% y finalmente se realizó el conteo directo de

células mononucleadas.
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Viabilidad y número celular

6. Se evaluó por medio de la incorporación de azul tripano (Sigma USA), con

una dilución 1:1 con colorante azul tripano y se realizó el conteo de células

vivas y muertas en el hemocitómetro.

Placa

7. Posteriormente, las células se cultivaron en placas de 96 pozos, a una

densidad inicial de 2x104 células / mL; dividiendo la placa en tres partes,

una parte donde se colocaron las células del grupo control, otra las del

vehículo y una última con las de CasNa. Cada variable se repitió en tres

pozos, adicionándose además de las células a la segunda y tercer fila de

cada grupo IL-3, y sólo a la tercer fila se le adicionó finalmente CasNa,

manteniéndose en condiciones de cultivo, al quinto día de cultivo se

adicionó 1 Ci de [ -3H] dTTP timidina.

Evaluación de la proliferación

8. La proliferación de las células de médula ósea con y sin tratamiento de

CasNa, se determinó mediante la técnica de incorporación del nucleótido

timidina marcado con tritio [ -3H].91 La técnica permite cuantificar la

síntesis de DNA utilizando la emisión de partículas beta por parte del
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nucleótido marcado, dado que la timidina se incorpora cuando ocurre la

síntesis de DNA es posible estimar la cantidad de éste que se está

sintetizando y en consecuencia, la proliferación celular.

9.  Al sexto día se colocó la placa a -70 °C por 2 horas. Posteriormente se

volvió a incubar por una hora a 37 °C y se congeló una vez mas,

repitiéndose el proceso dos veces con el fin de liberar los núcleos y

despegar la población adherente. Finalmente se cosecharon las células y

se cuantificaron en cuentas por minuto (cpm) en un contador de emisión

beta.

10.  Por último al obtener los resultados se procedió a realizar un análisis

estadístico mediante un análisis de varianza (ANOVA ).

NOTA: El experimento se realizó tres veces por lo que se utilizaron 18 ratones en

total.
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Tipo de estudio

- Experimental, prospectivo

Población de estudio: 18 ratones hembra BALB-c (obtenidos del bioterio de la

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza) de 2 meses de edad, criados en

condiciones de esterilidad, con agua y comida ad libitum.
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IX. RESULTADOS

EL TRATAMIENTO CON CasNa VÍA INTRAPERITONEAL INCREMENTA EL

NÚMERO DE CÉLULAS MONONUCLEADAS EN MÉDULA ÓSEA DE RATÓN

El caseinato de sodio (CasNa) una sal de la caseína, induce la proliferación de

células mononucleadas de médula ósea de ratón en cultivos in vitro. Con la

finalidad de mostrar si este efecto, también ocurre in vivo se inyectó CasNa en la

cavidad peritoneal de ratones BALB/c (1 ml al 10% en agua Milli-Q) cada 48 horas

por 7 días. Después del tratamiento, la inyección de CasNa provocó un aumento

significativo en el número de células mononucleadas en médula ósea respecto al

grupo tratado sólo con vehículo (1 ml de agua Milli-Q) y el grupo control los cuales

presentaron un número de células similares (Gráfica 1).

Gráfica 1. Número de células mononucleadas obtenidas en ratones tratados con

CasNa, vehículo o sin tratamiento (control).

 *La diferencia fue significativa con respecto al vehículo y control (t-Student

con p<0.05).
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EL CasNa NO ALTERA LA VIABILIDAD DE CÉLULAS MONONUCLEADAS DE

MÉDULA ÖSEA

Estudios in vitro han mostrado que no existe alteración en la viabilidad de las

células mononucleadas tratadas con CasNa por 7 días. Para confirmar que esto

ocurre in vivo, se utilizó la prueba de exclusión de azul tripano en células

mononucleadas obtenidas de ratones tratados o no con CasNa durante 7 días.

Los resultados en estos experimentos muestran una viabilidad celular mayor al

90% independientemente del tratamiento (Gráfica 2).

Gráfica 2. Porcentaje de viabilidad de las células mononucleadas de médula ósea

después de la administración de CasNa o no por vía intraperitoneal (t-Student con

p<0.05).

120 
el' 100 
i 80 

j ~~ 
, 20 

O 

Vimilidad de células mononucleadas de médula ósea de 
ratones inyectados o no con CasNa 

Control VehíClJo 

Tratamiento 

CasNa 



Figura 4.  El Bazo de
ratones tratados con CasNa
durante 7 días aumenta en
tamaño considerablemente en
comparación con los de
ratones control y vehículo.  Bazo         Bazo           Bazo

Tabla 4. El índice esplénico muestra el
aumento del bazo en ratones tratados con
CasNa, siendo menor en ratones tratados
con vehículo y ratones control, los cuales
presentaron un índice similar. *La
diferencia fue significativa con respecto al
vehículo y control (t-Student con p<0.05).

Tratamiento Control Vehículo CasNa

Indice

esplénico
0.0039 0.0041 *0.0070
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EL CasNa INCREMENTA EL TAMAÑO DEL BAZO

Se ha mostrado que la activación de la hematopoyesis extramedular en bazo,

comúnmente se ve reflejada por el incremento en el tamaño y peso de este

órgano.48 Con la finalidad de tener otro parámetro del efecto del CasNa en la

hematopoyesis in vivo se extrajo el bazo de ratones tratados o no con CasNa. Se

observó que el bazo de los ratones tratados con CasNa era más grande en

comparación con los bazos del ratón vehículo y el ratón control (Figura 4).

Para corroborar el aumento en peso del bazo se realizó el cálculo del índice

esplénico, el cual es producto de la división del peso del bazo entre el peso del

ratón:

ÏNDICE ESPLÉNICO =     Peso del bazo

Peso del ratón

Los resultados indicaron que efectivamente el índice esplénico es mayor en

ratones inyectados con CasNa (Tabla 4).

- - --- -~ 
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EL CasNa AUMENTA EL POTENCIAL PROLIFERATIVO DE LAS

CÉLULAS MONONUCLEADAS DE MÉDULA ÓSEA

Con la finalidad de mostrar que las células mononucleadas de médula ósea de

ratones tratados con CasNa tiene mayor potencial de proliferación, se cultivaron

las células mononucleadas de ratones vehículo y ratones CasNa en ausencia de

IL-3. Los datos revelaron que las células mononucleadas de médula ósea

proveniente de ratones tratados con CasNa tienen mayor potencial proliferativo ya

que incorporaron mayor cantidad de timidina tritiada aún en ausencia de IL-3. La

adición de IL-3 aumenta la proliferación de células de médula ósea en los ratones

tratados o no con CasNa, pero con significativo incremento en la proliferación de

células provenientes de ratones inyectados con CasNa (Gráfica 3).

Gráfica 3. El CasNa aumenta el potencial proliferativo de las células

mononucleadas provenientes de ratones tratados o no con CasNa y cultivadas sin IL-3 y

con IL-3.* La diferencia fue significativa con respecto al vehículo con IL-3,  con respecto

al vehículo sin IL-3 (ANOVA con p<0.05).
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Resumen del análisis de varianza de la proliferación de células

mononucleadas de médula ósea.

Origen de las

variaciones

Suma de

cuadrados

Grados de

libertad

Promedio de

cuadrados
Fc Probabilidad F t

Tratamiento 43857506.25 1 43857506.25 208.8627974 5.9433E-09 4.747221283

Adición o no

de IL-3
22752900 1 22752900 108.356237 2.31748E-07 4.747221283

Tratamiento

vs adición o

no de IL-3

27284952.25 1 27284952.25 129.9392497 8.55342E-08 4.747221283

Subtotal 2519788.5 12 209982.375

Total 96415147 15

Ho: No hay efecto del tratamiento con CasNa y Agua Milli-Q en la proliferación de

células mononucleadas de médula ósea dada en cpm.

Ha: Hay efecto del tratamiento con CasNa y agua Milli-Q en la proliferación de

células mononucleadas de médula ósea dada en cpm.

F calculada.=43857506      = 208.8627974 F tablas =4.747221283

  209982.375
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Ho: No existe diferencia en la proliferación de células mononucleadas  de médula

ósea dada en cpm entre la adición del componente IL-3 y el no agregar ninguno.

Ha: Hay diferencia en la proliferación de células mononucleadas de médula ósea

en cpm entre la adición del componente IL-3 y el no agregar ninguno.

F calculada.=22752900      = 108.356237  F tablas =

4.747221283

  209982.375

Ho: No hay interacción por la adición de IL-3 y el tratamiento con CasNa en la

proliferación de células mononucleadas de médula ósea en cpm.

Ha: Hay interacción por la adición de IL-3 y el tratamiento con CasNa en la

proliferación de célula mononucleadas de médula ósea en cpm.

F calculada.=27284952.25 = 129.9392497 F tablas = 4.747221283

  209982.375

Conclusión: F Calc > F Tablas; por lo tanto se rechaza Ho, se acepta Ha para los

tres casos.92
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X. DISCUSIÓN DE RESULTADOS

La hematopoyesis es regulada por una serie de mensajeros celulares conocidos

como factores de crecimiento hematopoyéticos, miembros de la familia de

citocinas, aunque también existen otras biomoléculas que pueden modular la

hematopoyesis in vitro e in vivo, como es el caso del ácido retinoico el cual se

emplea actualmente para el tratamiento de la leucemia promielocítica aguda.93

Recientemente nuestro grupo aporto datos de que el caseinato de sodio (CasNa),

una sal de la caseína, 91 modula la hematopoyesis in vitro. 61, 95, 85 En este

trabajo se aportan evidencias referentes a que la inyección de CasNa vía

intraperitoneal en ratón, eleva significativamente el número de células

mononucleadas en médula ósea, e incrementa el peso y tamaño del bazo (índice

esplénico), todos parámetros empleados para evidenciar hematopoyesis in

vivo.96,97,98

Por otro lado detectamos aumento en la incorporación de timidina tritiada en las

células de médula ósea provenientes de ratones inyectados con CasNa en

relación a los no tratados, evidencia contundente de que las células provenientes

de ratones tratados con CasNa tienen mayor síntesis de DNA y por tanto mayor

potencial proliferativo. Además, recientemente se mostró en nuestro laboratorio

que las células mononucleadas obtenidas de médula ósea de ratones inyectados

con CasNa contienen un mayor número de unidades formadoras de colonias de

granulocitos y macrófagos, mientras que por citometría de flujo se tienen
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evidencias que existe proliferación de células del linaje de linfocitos T, así como la

proliferación de granulocitos y macrófagos en médula ósea y células de bazo,

pero sólo en bazo se observó proliferación de linfocitos B (trabajo de tesis de

licenciatura y de maestría en proceso).

Este conjunto de datos indica que el CasNa modula la hematopoyesis in vivo en

ratón, aunque para una conclusión definitiva será necesario mostrar que tal efecto

es específico de esta proteína.

Por otro lado se conoce que la administración de agentes inflamatorios se traduce

en una reducción del peso de los ratones inyectados.99 El CasNa ha sido

empleado como un agente pro-inflamatorio (induce la acumulación de granulocitos

y macrófagos en la cavidad peritoneal de ratones y peces), 81,82 sin embargo

nosotros no detectamos diferencias en el peso de los animales tratados con o sin

CasNa, tampoco se detectaron alteraciones en la viabilidad celular, lo cual indica

que el CasNa no se comporta como un factor pro-inflamatorio clásico. Esta

aseveración parece ser apoyada por el hecho de que el perfil de citocinas inducida

en suero y fluido peritoneal de ratones inyectados con LPS y tioglicolato (dos

clásicos pro-inflamatorios), son diferentes en tipo y vida media de aquellos

inducidos por el CasNa,83 además la inyección de caseína en ratones no induce

la expresión de interleucina-6 (IL-6), interleucina-1 beta (IL-1 ) y factor de necrosis

tumoral alfa (TNF- ), tres citocinas pro-inflamatorios clásicas.100

Este conjunto de datos sugiere que el CasNa y las caseínas merecen un análisis

más profundo para reconsiderarlos como agentes proinflamatorios, donde el
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análisis del perfil de citocinas pro-inflamatorias puede ser de gran utilidad para

tener indicios del potencial biomédico de este factor.

Hasta el momento se desconoce el mecanismo por medio del cual el CasNa

activa la hematopoyesis in vivo, sin embargo, es conocido que la inyección

intraperitoneal de CasNa en ratones, eleva la concentración de factores

estimuladores de colonias tipo granulocitos (G-CSF) y de macrófagos (M-CSF) en

suero y fluido de la cavidad peritoneal,83 así como de granulocito-macrofágos

(GM-CSF) en suero de ratones,41 tres citocinas con reconocida actividad

estimuladora de la hematopoyesis. Por otro lado se ha mostrado que el CasNa

induce la liberación de M-CSF en granulocitos81 y la expresión del gen de este

mismo factor en las células 32D.85 Este conjunto de datos sugiere que el CasNa

puede modular la hematopoyesis vía inducción a la producción de citocinas,

aunque para su confirmación será pertinente detectar el tipo de factor

hematopoyético en suero de los ratones tratados con CasNa.

Llama la atención que el incremento del número de células mononucleadas de

médula ósea de ratones tratados con CasNa, es similar al reportado en monos

después de la inyección del GM- CSF101 una citocina con reconocida actividad

hematopoyética y que incluso se emplea para inducir recuperación

hematopoyética en pacientes mielosuprimidos,40 lo cual sugiere que el CasNa

puede tener un uso clínico potencial similar al GM-CSF, aunque para ello es

necesario analizar comparativa y simultáneamente el efecto de ambas moléculas.
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Se ha mostrado que el CasNa in vitro induce la diferenciación macrofágica61,95 y

granulocítica,84 dos poblaciones que integran una de las primeras barreras

inmunológicas innatas, además, in vivo induce un incremento del tamaño de los

centros germinales102 los cuales están constituidos por linfocitos B, T, células

naturales asesinas (NK)  y células dendríticas,103  adicionalmente la inyección de

-caseínas actúa como adyuvante en la inducción a la producción de anticuerpos

de ratas todas funciones importantes en la activación de la respuesta inmune

específica, lo cual nos obliga a reconsiderar la relevancia del CasNa en la

activación inmune, incluyendo la hematopoyesis.

Por otro lado, existe la posibilidad de que el CasNa pueda inhibir el desarrollo de

tumores sólidos, ya que una dieta baja en caseínas aumenta la incidencia de

tumores de colon,63 y por el contrario una dieta rica en caseínas protege contra el

desarrollo de cáncer intestinal en ratas,80 datos que apoyan la hipótesis de que el

CasNa pueda tener relevancia fisiológica en el control de problemas oncológicos y

abre la necesidad de estudiar si por vía gástrica, también activa la hematopoyesis,

al igual que por vía intraperitoneal como se muestra en este trabajo.

El CasNa al actuar como quimioatrayente sobre granulocitos-neutrófilos y

monocitos-macrófagos,81,83 acelerar la transición de granulocitos en banda a

polimorfonucleares en forma similar al G-CSF81, inducir la diferenciación de las

células hematopoyéticas multipotenciales 32D hacia el linaje

monocito-macrófago,104 estimular la proliferación de células mononucleadas de
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médula ósea normal de ratón (tesis en proceso) pero frenar a las células

leucémicas in vitro,101 aunado a la activación de la hematopoyesis in vivo como

se muestra en este trabajo, permite sostener que el CasNa es una molécula con

actividad hematopoyética a pesar de no ser una citocina, pero es innegable que

para realizar la función potenciadora de la hematopoyesis requiere al menos de la

IL-3.

Finalmente datos previos de estudios in vitro indican que el CasNa suprime la

proliferación de células leucémicas, 101 pero no de células normales, de

confirmarse esta observación in vivo sería una molécula interesante en el contexto

de la terapia de problemas hemato-oncológicos, como una estrategia de purga de

médula ósea en pacientes leucémicos, lo cual evitaría la necesidad de transplante

de células de médula ósea, y en el mejor de los casos del uso de radio y

quimioterapia con indudable incremento de la calidad de vida de los pacientes.
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XI. CONCLUSIONES

1. La inyección de CasNa vía intraperitoneal, incrementó el número de

células mononucleadas de médula ósea.

2. El potencial proliferativo de estas células también aumentó sin

afectar su viabilidad.

3. Aumentó el peso y tamaño del bazo, confirmado por un mayor índice

esplénico,

4. Todos constituyen evidencias de que el CasNa induce la

hematopoyesis normal “in vivo”.

Perspectivas

Considerando que el CasNa inhibe la proliferación de células leucémicas “in vitro”,

es factible que también lo haga “in vivo”, de ser así, se abre una interesante

opción terapéutica para problemas de leucemia.
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XII. Diagrama de Flujo 
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.. 

Realizar conteo por centelleo 

Hacer gráficas, comparar rerultados y analizarlos . 

Conclull de acuerdo a los rerultados obtenidos 



XIII. APÉNDICE

I. INACTIVACIÓN DE SUERO FETAL BOVINO (SFB)

La botella de suero fetal bovino (SFB) 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  alícuotas de 50 ml para su mejor

manipulación conservándose en refrigeración a  4 °C.

II. PREPARACIÓN DE COLORANTE AZÚL TRIPANO

Para las pruebas de viabilidad y conteo celular se empleó una solución del

colorante azul tripano al 0.4% (Sigma, Chem. USA).
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I. ABREVIATURAS
CasNa  Caseinato de sodio
CFU   Unidades formadoras de colonias
CFU-S  Unidades formadoras de colonias del bazo
HSC   Células tallo hematopoyéticas 
LT-HSC  HSC reconstituyente a largo plazo
ST-HSC  HSC reconstituyente a corto plazo
MPP   Progenitor multipotente
CLP   Progenitores linfoides comunes 
CMP   Progenitores mieloides comunes 
CPH   Célula progenitora hematopoyética
CFU-G  CFU de granulocitos
CFU-E  CFU de eritrocitos
CFU-MK  CFU de megacariocitos
CFU-GM  CFU de granulocito-macrófagos
CFU-preB  CFU de células B
CSF   Factor estimulador de colonia
GM-CSF  CSF de granulocito-macrófago
M-CSF  CSF de macrófago
G-CSF  CSF de granulocito
SCF   Factor de células tallo
TNF   Factor de necrosis tumoral
TGF   Factor de crecimiento transformante
TNF Factor de necrosis tumoral alfa
IFN    Interferón gama
TGF    Factor de crecimiento transformante beta
MIP-1   Proteína inflamatoria de macrófagos 1 alfa
IL   Interleucina
Células NK  Células naturales asesinas
CPP    Caseinofosfopéptidos 
SFB   Suero Fetal Bovino                                                         1
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