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RESUMEN

La generacion de células sanguineas, es un evento conocido como
hematopoyesis el cual tiene origen en la médula 6sea y es regulado por una
serie de moléculas conocidas como citocinas las cuales regulan la
proliferaciéon y diferenciaciéon de las células hematopoyéticas. Existe
evidencia que la hematopoyesis puede ser regulada por biomoléculas
diferentes a las citocinas tal es el caso del acido retinoico (un analogo de la
vitamina A), la vitamina E y el caseinato de sodio (CasNa, una sal de la

caseina; principal proteina de la leche).

Nuestro equipo de trabajo ha mostrado, in vitro, que el CasNa induce
la diferenciacion hacia el linaje monocito-macréfago de la linea celular
hematopoyeética de ratéon 32D e induccioén a la produccion de anion
superoxido, sintesis de M-CSF y TNF-a bioactivo, también acelera la
conversion de neutréfilos en banda a segmentados. Esta serie de evidencias
nos hacen pensar que el CasNa, pudiera tener efectos sobre Ila
hematopoyesis In vivo. Por lo tanto en el presente estudio se evalud el

efecto del CasNa sobre la hematopoyesis medular y extramedular.

Los resultados indican que el CasNa, es capaz de activar la
hematopoyesis medular ya que indujo la acumulacion de células
hematopoyéticas en la médula 6sea puesto que la proteina inyectada
intraperitonealmente aumenta en primer lugar el nimero de células totales y
el numero de células mononucleares. Posteriormente mediante el uso de
marcadores especificos y citometria de flujo observamos en primer lugar
proliferacién de precursores de monocitos-macrofago, granulocitos,
linfocitos Ty B en médula 6sea. El CasNa también activo la hematopoyesis
extramedular. En segundo lugar observamos un aumento en el indice
esplénico, acompafiado de un aumento de células totales y mononucleadas

asi mismo, encontramos que la proliferacion de las poblaciones de



monocito-macréfago, granulocitos, linfocitos Ty B fue similar a la observada

en la hematopoyesis medular.

Nuestros resultados muestran que el caseinato de sodio, una sal de la
caseina proteina principal de la leche, tiene influencia relevante sobre la

hematopoyesis medular y extramedular in vivo.



ABSTRACT

The generation of blood cells is an event known as haematopoiesis and
occurs in the bone marrow. It is controlled by a series of molecules known
as cytokines, which regulate the proliferation and differentiation of the
haematopoietic cells. There is evidence that hematopoiesis can be regulated
by biomolecules other than cytokines, which is also true for retinoic acid (an
analoge of vitamin A), vitamin E, and sodium caseinate, (CasNa, a salt of

casein, the principal protein in milk).

Our work team has shown, in vitro, that CasNa induces the differentiation of
the monocyte-macrophage haematopoietic cellular class in the 32D mouse
and the production of the superoxide anion, synthesis M-CSF and bioactive
TNF-a, and also accelerates the conversion of neutrophils in band segments.
This evidence leads us to believe that CasNa could have this effect on
haematopoiesis in vivo. The present study therefore evaluates the effect of

CasNa on both medullary and extramedullary haematopoiesis.

The results indicate that CasNa is capable of activating medullary
haematopoiesis because it induces the accumulation of haematopoietic cells
in the bone marrow. The protein that was injected intraperitoneally
augmented both the total number of cells and the number of mononuclear
cells. Subsequently, through the use of special markers and flow cytometry,
we observed the proliferation of granulocyte precursors, macrophages and
lymphocyte T and B. CasNa also activated extramedullary haematopoiesis.
We observed an augmentation of the spleen rate accompanied by an
augmentation of both the total number of cells and the number of
mononuclear cells. Also, the proliferation was similar to what was observed
in the medullary hematopoiesis.
Our results show that sodium caseinate, a salt of casein and the
principal protein in milk, has notable influence over medullary and

extramedullary haematopoiesis in vivo.



INTRODUCCION
CELULAS TALLO HEMATOPOYETICAS

Cerca de 2x10 " eritrocitos y 10x10 "° leucocitos deben ser reemplazados
dia a dia para mantener las defensas del cuerpo y una oxigenacion correcta en el
ser humano (1). El proceso de generacion de células sanguineas, es conocido
como hematopoyesis y se lleva acabo mediante células primitivas conocidas como
células tallo hematopoyéticas HSC(2) (hematopoietic stem cells, por sus siglas en
inglés). El proceso de la hematopoyesis puede ser descrito como un proceso
jerarquico donde las células troncohematopoyeticas se encuentran hasta la cima
posteriormente los progenitores los cuales dan paso al siguiente nivel de la
jerarquia que son los precursores con una sola linea de comprometimiento y
finalmente las células terminalmente diferenciadas que son las células maduras de
los diferentes linajes. En condiciones normales la mayoria de las HSC se
encuentran en estado quiescente (fase GO del ciclo celular) y solo se dividen para
mantener los niveles de la hematopoyesis en el organismo. Fenotipicamente, son
células pequefias con poco citoplasma no expresan marcadores de células
maduras, sin embargo, el marcador mas importante en humanos, encontrado en
progenitores celulares tempranos pero no en su contraparte madura es el CD34 el
cual es expresado en el 0.5-5% de las celulas de médula 6sea (3,4), mientras que
en ratén expresan al antigeno Thy 1.1° Lin"Sca‘c-kit® (5-7). Estas células
primitivas tienen la capacidad de auto- perpetuarse o diferenciarse, son capaces
de dar origen al menos a los 10 diferentes tipos celulares funcionales (neutrofilos,
monocitos / macrofagos, basofilos, eosindfilos, eritrocitos, plaquetas, células
dendriticas, linfocitos T y B y células asesinas naturales (NK)) (7). Dos tipos de
HSC han sido identificadas de acuerdo a estudios de transplante en modelos
murinos, las reconstituyentes a largo plazo y las de corto plazo que presentan el
inmunofenotipo Thy 1.1° Lin"Sca*c-kit". Las primeras HSCs (LT-HSC por sus
siglas en inglés, long-term hematopoietic stem cells) representan 0.005% del total

de las células de médula d6sea (3-7), y son capaces de autorrenovarse



indefinidamente y reconstituyen la hematopoyesis para toda la vida (8); las
segundas HSCs (ST-HSC por sus siglas en inglés, short-term hematopoietic stem
cells) y las cuales presentan el inmunofenotipo Thy 1.1°Lin'MacSca‘ckit" que
retienen la capacidad de auto-renovacion y reconstitucién de la hematopoyesis y
s6lo pueden autorrenovarse por un periodo de seis a ocho semanas (9-10) y dan
lugar a los progenitores multipotenciales (MPP). Los MPP dan origen a los
progenitores restringidos de oligolinaje, originando directamente todos los linajes
sanguineos y pueden autorrenovarse por un periodo menor a dos semanas,
reconstituyen ademas compartimentos linfoides o mieloides por un corto periodo
de tiempo (9). Por lo tanto, una posible jerarquizacion de las células
pluripotenciales quedaria asi LT-HSC ---- ST-HSC ---MPP (10, 11).

Estudios posteriores ayudaron a soportar la idea de que la jerarquizaciéon no
solo llegaba hasta ahi si no que iba mas abajo. De los MPP descienden los
precursores comunes mieloides (CMP) y los precursores comunes linfoides(CLP)
(12-15). Las células comprometidas hacia determinado linaje también conocidas
como unidades formadoras de colonias (CFU) y que son derivadas de los CMP y
CLP pueden ser de granulocitos (CFU-G), eritrocitos (CFU-E), megacariocitos
(CFU-MK), granulocito-macréfagos (CFU-GM), células B (CFU-preB), (CFU-Ba)
basofilos, (CFU-E0) eosindfilos y células dendriticas (CFU-Dc) (13, 16, 17), son
células que daran origen a las progenitoras maduras, dependiendo del linaje al

que pertenecen. (Figura 1).
Modelos hematopoyéticos

En la actualidad existen dos modelos que han sido propuestos para el
mantenimiento de la hematopoyesis. El primer modelo dice que un numero fijo de
células hematopoyéticas son mantenidas durante la embriogenésis. Estas células
son sucesivamente y fortuitamente recicladas para que se llevan a cabo la
proliferacion y diferenciacion de células maduras. Aqui las células proliferan pero

perdiendo progresivamente la capacidad de autorrenovacion (18). En el segundo



modelo sugiere que un pequefo numero de células troncales desarrolladas
durante la embriogénesis son capaces de poder producir y llevar a cabo una
extensa autorrenovacion, llevandose de la siguiente manera; produciendo una
célula hija con la misma capacidad proliferativa y otra con ya comprometida. Una
pequefa porcidn de estas células pueden llevar a cabo entonces la maduracion y
diferenciacion hematopoyética. Por lo tanto no existe una tendencia mayor por el

segundo.
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Figura 1 Jerarquia de las células hematopoyéticas. LT-HSCs, células tallo reconstituyentes a
largo plazo; ST-HSCs, células tallo reconstituyentes a corto plazo; MPP, progenitores
multipotentes; CMP, progenitores mieloides comunes; CLP, progenitores linfoides comunes; MEP,
progenitores megacariocitos-eritrocitos; GMP, progenitores granulocitos-macréfagos. Las
poblaciones pluripotentes encerradas en un circulo expresan los marcadores: Lin", Sca-1" y c-kit"
(Tomado de Larsson & Karlsson, 2005 ref 18).



MICROAMBIENTE HEMATOPOYETICO

La regulacion de las células tronco hematopoyéticas es gobernada por dos
entidades intimamente relacionadas. Uno es la expresién de genes y el otro es la
composicion de sefiales externas del el microambiente de la médula 6sea. Los
factores de trascripcion que son senales internas que regulan la expresion de
genes, junto con sefales externas provenientes del microambiente de la médula
O0sea pueden ser mediadas ya sea por interacciones célula- célula, matriz
extracelular-célula y por factores solubles llamados factores de crecimiento. Estas
interacciones junto a estos factores dan como resultado la promocioén o inhibicién
de la proliferacion, ya sea indicando a la célula a estar en estado quiescente,
diferenciarse, migrar, entrar en apoptosis o en el peor de los casos que lleve
acabo una transformacién maligna( larson). EI microambiente hematopoyético es
el lugar donde se lleva acabo la hematopoyesis. El nicho hematopoyético consta
de células en diferentes estadios incluyendo preosteoblastos, osteoblastos y
osteocitos asi también fibras de colageno células endoteliales y depdsitos
minerales tales como el calcio y fosfato. El desarrollo de las células tallo dentro de
la cavidad o6sea es mantenida por muchas células maduras. Las células
hematopoyéticas y su progenie esta rodeada por células estriales asi como
células mesenquimales que también residen en a médula 6sea y se ha propuesto
que dan la mayoria de los linajes celulares que se encuentran en la médula ésea
incluyendo los condorcitos, osteoblastos, fibroblastos, adipositos, células
endoteliales y monocitos (Figura 2). El nicho medular es un sitio donde el tejido
adulto y las células tallo residen y llevan acabo su renovacion o gran parte de su
diferenciacion. Estructuralmente el nicho esta formado por células soportadoras
que proveen un microambiente para las células tallo asi como por las senales
celulares de las células soportadoras. La médula &ésea esta compuesta
principalmente de células hematopoyéticas encasilladas dentro del hueso. Una
porcion de estas células hematopoyéticas puede ser encontrada cerca de la
superficie del hueso las cuales estan linearizadas con los osteoblastos. Este

arreglo anatdomico sugiere que existe una comunicacién reciproca entre estos dos



tipos celulares y un rol potencial por parte de los osteoblastos. Esta nocién es
soporta ya que se ha demostrado que los osteoblasto son capaces de formar
multiples factores de crecimiento hematopoyéticos. Las células tallo
hematopoyéticas y las células endoteliales son derivadas de un mismo progenitor
llamado hemangioblasto en el estado embrionico y son intimamente relacionadas
para la ontogenia de la hematopoyesis que ocurre en el saco vitelino, zona aorta-
gonada-mesonefrotica, placenta, higado fetal, bazo y medula 6sea adulta.

El microambiente que se desarrolla en la médula 6sea es esencial para retener a
las células progenitoras y las células tronco hematopoyéticas o en un ambiente
que permita llevar acabo sus procesos de proliferacion, diferenciacion y
comprometimiento adecuados en cada momento (18) (Figura 2). EI microambiente
hematopoyético esta constituido por un conjunto de células del estroma y células
accesorias, asi como sus productos (citocinas de la matriz extracelular etc.)
capaces de asistir a las células tallo hematopoyéticas (HSC) y su progenie a
modular su estado quiescente, la autorrenovacion, comprometimiento,
proliferacion, maduracion y apoptdsis de células hematopoyéticas mas maduras
(19,20). En la actualidad existe un debate sobre la existencia de una célula tronco
comun para la hematopoyesis y el estroma medular. Independientemente de este
hecho, parece claramente establecida la existencia de una célula stem del
estroma. Estas serian las células CD34- adherentes al plastico, de aspecto
fibroblastico y con gran capacidad proliferativa. Estas colonias muestran gran
variabilidad en tamafo y morfologia de las células que las componen; algunas con
aspecto de fibroblastos otras parecen iniciar la matriz de mineralizacion, otras son
capaces de acumular grasas etc. Sin embargo, al igual que sucede con la
hematopoyesis no todas las células del estroma con capacidad clonogénica son
multipotentes. Las células que componen el estroma celular son basicamente
células reticulares de las cuales hay dos tipos que son las adventicias y las
fibroblasticas estas ultimas forman una red en la cavidad medular y sintetizan las
fibras de la matriz extracelular y numerosas citocinas. Los adipocitos a medida que
el ser humano va envejeciendo, van ocupando la mayor parte de la cavidad

medular actuan como soporte fisico de la hematopoyesis y también secretan
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algunas citocinas actuan sobre las HSC por contacto directo pero ademas

sintetizan proteinas que constituyen la matriz extracelular (21,22).
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Figura 2 En la médula 6sea las HSCs residen cerca de los osteoblastos sobre el nicho endosteal
0 adyacentes a las células endoteliales de las vesiculas sinusoidales. Sobre cada divisién, 1 célula
hija deja el hueso para proliferar y diferenciarse hacia varios linajes. Las HSCs y su progenie estan
rodeadas por células estromales derivadas de las células tallo mesencquimales (MSCs), quienes
también residen en la cavidad 6sea. Las MSCs dan origen a condrocitos, osteoblastos,

fibroblastos, adipocitos, endotelio y miocitos. Tomado de Yin & Li, 2006.
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ONTOGENIA HEMATOPOYETICA:

Durante la embriogenésis de los vertebrados la hematopoyesis se lleva acabo en
diferentes sitios. Esto se refleja por las diferentes demandas del desarrollo del
organismo. Se ha especulado mucho en que lugar se lleva acabo la primera
demanda hematopoyética pero se ha observado que uno de los primeros lugares
es la region aorta-gonada-mesonofros (AGM) (medvinky 19993) y en segundo
lugar en el saco vitelino que contiene muchos eritrocitos inmaduros, macrofagos y
megacariocitos (gordon 1992, natio 1996, xu 2001). Estas células son diferentes
de sus contrapartes maduras. Los eritrocitos aun son nucleados, los macrofagos
estan en by pass al estadio de monocito y sintetizan diferentes enzimas, los
megacariocitos muestran una acelerada produccion de plaquetas y una reducida
ploidia. Estas diferencias son necesarias para el embrion por las diferentes
demandas ya que en primer lugar existe una gran demanda de oxigeno, una alta
proteccion para una posible infeccion y sangrado. No se ha podido observar una
actividad repobladora de células tronco hematopoyeticas en el saco vitelino en
este estadio, ya que se han transplantado células troncales del saco vitelino a
ratones irradiados letalmente y no se ha podido observar una repoblacién. Sin
embargo las células tronco hematopoyeticas, son capaces de una reconstituciéon a
largo plazo, cuando estan en un estadio cercano al alumbramiento, sugiriendo que
las células troncohematopoyéticas del saco vitelino necesitan de un
microambiente especial para poder tener una crecimiento (yoder 1997).

Posteriormente el desarrollo de la hematopoyesis se lleva acabo a nivel dorsal,
primordialmente el la region AGM. Estas células presentan una multipotencialidad
eritroide, mieloide y linfocitica y son capaces de poder crecer en recipientes
adultos con capacidad multilinage (medvinsky 1996). La presencia de la
hematopoyesis es solo pasajera en la region AGM y presenta muchas células
tronco hematopoyéticas (godin, garcia 1999). Ultimamente la aparicién de células
con capacidad repobladora en recipientes adultos provenientes de la region AGM
se han observado tanto en el saco vitelino como en el higado. (huang 1993,
medvinsky 1996, muller 1994), durante muchos afnos los investigadores han creido

que los islotes sanguineos del saco vitelino, contiene células tronco
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hematopoyéticas capaces de producir hematopoyesis primitiva y de migrar para
desarrollarse en el higado o iniciar la hematopoyesis final. Cambiando la idea del
origen de la hematopoyesis en el saco vitelino, se ha propuesto que el sitio mejor
ubicado para células tronco hematopoyéticas intraembrionicamente es la regidn
AGM. Las células troncales se encuentran primero en la region AGM vy
posteriormente migran hacia el saco vitelino y al higado fetal y bazo (Figura 3). Ya
cerca del nacimiento las células tronco hematopoyéticas migran del higado hacia
la medula 6sea la cual es la responsable de la hematopoyesis adulta. Sin embargo
una migracién secuencial no ha sido demostrada directamente in vivo en las
especias mamiferas. En si la evidencia para esta observacion esta basada en la
cuantificacion temporal de la actividad hematopoyética en el saco vitelino y el
higado. La migracion es interferida debido a que en ese estado los precursores
son detectables de manera significativa en el torrente sanguineo (delaus cunmano
1996). En este modelo, la presencia de un grupo de células tronco
hematopoyéticas en el saco vitelino, con la habilidad de crecer en hospederos

neonatales antes de la region AGM, no se ha tomado en consideracion.

Es posible que las células tronco hematopoyéticas se originan en al menos dos
sitios independientes y las células endoteliales tanto de la regién AGM y del saco
vitelino puedan ser precursores de células hematopoyeticas. Inclusive una
cerrada yuxtaposicién temporalmente paralela se ha sugerido para el origen de
las células tronco hematopoyéticas ya sean provenientes tanto de la region AGM y
del saco vitelino. La idea de un precursor comun para el linaje endotelial y
hematopoyético emergié hace algunos anos atras y ha sido revisada en la ultima
década (murria 1932, robb elefante 1998, robertson 1999). La evidencia que
enfatiza la intrincada relacion entre estos dos linajes, incluye la observacion de
que los genes que afectan la hematopoyesis primitiva codifican para el receptor de
las tirocinas cinasas el Flk-1 el cual esta involucrado directamente con la
proliferacion de células endoteliales y la angiogénesis (shalaby 1995, 1997). En
los humanos esto ha sido confirmado ya que células vasculares endoteliales

aisladas de higado fetal y, médula Osea son capaces de llevar acabo
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hematopoyesis multilinage. (oberlin 2002). Aunque estos resultados no son regla
existe la posibilidad de que el higado y la médula 6sea colonizadas por células
angio-hematopoyéticas de la region AGM, dando esto una interesante posibilidad
de una participacion directa de compartimientos fijos del estroma medular y
hepatico en el desarrollo celular.

Existen dos modelos que han sido propuestos para el mantenimiento de la
hematopoyesis. El primer modelo dice que un numero fijjo de células
hematopoyéticas son mantenidas durante la embriogenésis. Estas células son
sucesivamente y fortuitamente recicladas para que lleven acabo la proliferaciéon y
diferenciacion de células maduras. Aqui las células proliferan pero perdiendo
progresivamente la capacidad de autorrenovacion. (brecher 1986). En el segundo
modelo sugiere que un pequefo numero de células troncales desarrolladas
durante la embriogenésis son capaces de poder producir y llevar acabo una
extensa autorrenovacion, llevandose de la siguiente manera; produciendo una
célula hija con la misma capacidad proliferativa y otra con ya comprometida. Una
pequefa porcidn de estas células pueden llevar acabo entonces la maduracién vy
diferenciacion hematopoyética. Por lo tanto no existe evidencia definitiva para
apoyar estos dos modelos aunque existe una tendencia mayor por el segundo

modelo. Por otro lado

HEMATOPOYESIS ESPLENICA Y HEPATICA

El origen de las células hematopoyéticas empieza a edad muy temprana
esto es alrededor de la tercera semana de desarrollo embrionico, las células
mesodérmicas situadas en la pared del saco vitelino se diferencian en células
llamadas hemangioblastos, formando grupos y cordones aislados (cumulos
angiogénicos celulares) que gradualmente se van canalizando por confluencia de
las hendiduras intercelulares. Las células centrales dan origen a las células
primitivas, en tanto las de la periferia se aplanan y forman las células endoteliales

que revisten los islotes sanguineos.
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La hematopoyesis hepatica se desarrolla a partir de la sexta semana hasta
el nacimiento, a pesar de que la eritropoyesis predomina debido a la alta demanda
de oxigeno, se pueden detectar también células de la serie granulocitica y
megacariocitica. La actividad del higado disminuye gradualmente en los ultimos
meses de vida intrauterina y el momento del nacimiento solo restan ya pequeios
islotes hematopoyéticos. La hematopoyesis esplénica se desarrolla en el mismo
periodo que la hepatica aunque su contribucion es menor, ambos érganos son
importantes para el desarrollo de la linfopoyesis. A partir de la onceava semana se
establece la hematopoyesis médular del cual termina siendo el érgano definitivo.
Durante los dos primeros afios de vida la médula 6sea activa (médula roja) se
localiza en todos los huesos y gradualmente es remplazada por tejido medular
inactivo (médula amarilla). La expansion del tejido hematopoyético finaliza en la
infancia. Y en situaciones de necesidad de incremento o demanda hematopoyética
se produce una expansion de la médula roja hacia la médula grasa e inclusive se

lleva acabo extramedularmente como en el bazo y el higado (23,24).

Higado

T
A
Médula

o
2 II Osea

Saco

vitelino |
|

~_ |
? '_d\‘ Bazo

Aorta-gonada-
Mesonefrotica

FIGURA 3.- Origen de las diferentes fuentes de células hematopoyeticas en

la etapa gestacional. Tomado de (1)
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HEMATOPOYESIS EXTRAMEDULAR

Como ya mencionamos la médula d6sea es el 6rgano hematopoyético
primario que reune todas las caracteristicas y cuenta con el microambiente
necesario para la produccion de células sanguineas (25), no obstante, el bazo
juega un papel muy importante en la hematopoyesis secundaria y puede llegar a
ser fundamental (26). Se ha demostrado que participa de manera determinante en
la reconstitucion hematopoyética de ratones letalmente irradiados (27). La
hematopoyesis extramedular en los 6rganos hematopoyéticos secundarios en
particular el bazo, refleja la propiedad de las células hematopoyeticas inertes de
volverse activas si son estimuladas (28). Asi entonces el bazo es un 6rgano que
puede participar de manera activa en la hematopoyesis llegando incluso a suplir

las funciones de la médula 6sea (29).

El bazo es un drgano linforreticular, altamente vascularizado, que
desempenfa varias funciones, inmunolégicas y no inmunoldgicas. El bazo pesa
entre 150 y 200g en el humano adulto normal y mide unos 12 cm
aproximadamente de longitud por 7cm de ancho. Se halla situado en el
hipocondrio izquierdo con una orientaciéon oblicua en relacion con la cavidad
abdominal (30) (Figura 3). Esta rodeado por una capsula de tejido conectivo y se
halla constituido por dos tipos de estructuras denominados pulpa blanca y pulpa
roja. La pulpa roja contiene los sinusoides esplénicos, que son cavidades
vasculares llenas de sangre que se intercomunican unas con otras dejando entre
si el parénquima esplénico que forman los cordones de billroth que estan
delimitados a su vez por células reticulares. La pulpa blanca contiene arteriolas en
su zona central rodeadas por linfocitos T, alrededor de las cuales se halla la zona
folicular, constituida por centros germinales que contienen linfocitos B y
Macrofagos. Los foliculos linfoides del bazo son llamados corpusculos de Malpighi
(31,32).

16



En el bazo adulto humano es posible visualizar un pequefio numero de
células hematopoyeticas. La literatura soporta que estas células son derivadas de
células tallo circulantes y que toman residencia para llevar acabo su diferenciacion
en el bazo, o son células ya maduras que son atrapados dentro del bazo sin

excluir que esto eventos puedan llevarse al mismo tiempo (33-35).

Cuando elementos benignos de la médula 6sea son encontrados en
numeros elevados en bazo, este fendbmeno es conocido como hematopoyesis
extramedular o también suele ser referido como metaplasma mieloide. La
hematopoyesis extramedular es en si el resultado de condiciones que interrumpen
el microambiente hematopoyético de la médula osea, facilitando la salida de
progenitores y precursores celulares, dando como consecuencia un incremento de
células medulares tanto maduras como inmaduras en la circulacion. La
hematopoyesis extramedular puede darse por un amplio rango de condiciones
esplénicas con variacion de condiciones hematologicas benignas, neoplasmas
hematopoyéticos, tumores no hematopoyéticos y algunos otros desordenes del

bazo y la circulacion (33-45).

El ambiente esplénico es situado uUnicamente como un sitio de
hematopoyesis extramedular esto debido a que es muy parecido al microambiente
estromal de médula ésea dando asi un ambiente favorable para que las células

precursoras y progenitoras puedan sobrevivir (37,39).
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Figura 3.- Ubicacién del bazo y localizacién de centros germinales y pulpa blanca

del mismo 6rgano. Tomado y modificado de (113).
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FACTORES DE CRECIMIENTO

El control de la hematopoyesis es regulado por una serie de glicoproteinas
de bajo peso molecular (menos de 32kDa), llamadas citocinas (46) . Aunque
existen muchos tipos de células productoras de citocinas, dentro del sistema
inmune natural los macrofagos son las células mas comprometidas en la sintesis
de citocinas mientras que en sistema inmune especifico las células T
colaboradoras son las que se encargan de la produccion de citocinas. Dentro de
las citocinas se agrupan las interleucinas, quimiocinas, interferones, factores
estimuladores de colonias, factores de crecimiento, factores de necrosis tumoral
(47), estos moduladores ejercen su actividad de manera autocrina, paracrina o
enddcrina, con efectos variables tales como modulacion de respuesta inmune, el
crecimiento y diferenciacion de las células hematopoyéticas, la regulacion tisular y

la angiogénesis entre otros (47).

Los cultivos In Vitro del tejido hematopoyético a largo plazo han permitido
establecer que la hematopoyesis se sostiene debido a que las células del estroma
secretan diversas citocinas tales como las interleucinas (IL) ( IL 1a, IL1b, IL-2, IL-
7, IL-10, IL13, entre otras). Los diferentes factores estimuladores de colonias
(CSF) que han sido estudiados durante los ultimos 30 afios, contribuyen
esencialmente al desarrollo de los 8 linajes celulares hematopoyéticos (48). Estos
incluyen al factor estimulador de colonias de macréfagos (FEC-M) el factor
estimulador de colonias granulociticas (FEC-G) el factor estimulador de colonias
granulocito-macréfago (FEC-GM), el factor estimulador de células tallo (FECT),
factor de necrosis tumoral (FNT) o factor de crecimiento transformante (FCT) (49)
y el factor estimulador de colonias multiples mejor conocido como Interleucina 3
(IL-3) estos factores tienen un amplio efecto en la funcién biolégica de varios
tejidos y células. Sobre todo los FEC's intervienen en la supervivencia,
proliferacion, diferenciacion y modulan la funcionalidad (quimiotaxis, dé

granulacién, activacion, adhesion, citétoxicidad, cambios fenotipicos y la expresion
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de mRNA) de varias poblaciones de células maduras y sus precursores (48).
(Tabla 1)

Para que los factores de crecimiento hematopoyéticos puedan ejercer sus
efectos deben unirse a receptores especificos sobre células blanco (50-53). La
formacion del complejo ligando-receptor trae como consecuencia el
desencadenamiento de sefales intercelulares a través de la activacion de
tirocinas cinasas, dando como resultado final la activacion celular y una
determinada respuesta bioldgica, estos receptores cuentan con un dominio
extracelular, un dominio intramembranal y un dominio citoplasmatico. Estos
receptores estan involucrados en dos grupos principales que son: Los receptores
de la gran familia de las tirocin cinasas (RTC) y los receptores de las citocinas
(RC) (48). Donde los receptores de tirocin cinasa tienen un dominio citoplasmatico
con una actividad de tirocina cinasa, la cual es responsable de iniciar las sefiales
intracelulares. Para los receptores de citocinas aun no se les conoce un sitio
evidente de actividad tirocina cinasa, sin embargo la unién de su ligando induce

fosforilacion de tirocina de varias fosfoproteinas celulares (54).

Con la activacion de las tirocinas cinasas, inicia la cascada de transduccion
de sefales produciendo ciertos tipos de respuesta intracelular dependiendo de la
célula. Los receptores tirocin cinasa tienen un dominio extracelular el cual
desencadena cascada abajo una serie de sefiales intracelulares. La unién del
ligando receptor promueve la dimerizacidon del receptor y una subsecuente
activacion la actividad intrinseca de la tirocina cinasa, que lleva a la
transfosforilacion de residuos tirocin especificos en la regidn intracelular del
receptor desencadenado una serie de mensajeros los cuales actuan cascada
abajo para finalmente activar factores de transcripcion, los cuales son encargados
de activar ciertos genes encargados de llevar acabo una funcién especifica segun

el tipo celular.
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Por otro lado las tirocinas cinasas también activan las células B
promoviendo su proliferacién y activacion. Asi mismo también intervienen en la
respuesta celular especifica, la intervencion en la reaccion de inflamacion ya sea
aguda o cronica, en el control de los procesos hematopoyéticos de la médula ésea

y en la respiracion tisular

TABLA 1 - CITOCINAS (47).

Peso
Citocina Molecular Origen Principales efectos
(Kd)
INTERLEUQUINAS
Fiebre (pirégeno enddgeno), suefio,
IL1-a& Monocitos- anorexia, inflamacién, expresion de CD
15-17 Macrofaqos 54 en las células endoteliales y
IL-1-B 9 liberacién del factor tisular, activacion
linfocitaria, produccion de IL-6 Y CSF.
Induce la proliferacion de la célula T,
IL-2 15 Células T coestimula la proliferacion y
diferenciacion de la célula B,
Células T, Potencia a las NK 'y LAK (agresoras
IL-3 14-28 : . . )
Mastocitos, activadas por linfoquinas)
Células T Induce la proliferacion del mastocito,
IL-4 20 o proliferacion de la célula
Mastocitos ” . .
hematopoyética pluripotencial
Induce la proliferacion de la célula T y
la generacion de LTC,coestimula la
proliferacion de la célula B, sinergiza
Células T, con la IL-3 en la proliferacion del
IL-5 45 . : : -
mastocitos mastocito, estimula la produccion de Ig
E e Ig G 4, induce la expresion y
liberacion de CD 23,la clase Il del CMH
en la células B, cambia de Tya Ty,
IL-6 23.30 Monocitos, Induce la diferenciacion de eosinodfilos
Fibroblastos y la produccién de Ig A
Pirogénica, induce la proliferacion de
plasmocitomas e hibridomas, aumenta
. la produccién de Ig, la clase | en los
Células de la ) .
médula 6sea y flbroblagtos, accion con lalL-2 en la
IL-7 25 produccion de Proteinas de Fase
del estroma . 9
timi Aguda por los hepatocitos, accion
imico A .
sinérgica con la IL-3 en la produccion
de la célula hematopoyética, induce la
diferenciacion del LTc. Induce la
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proliferacion de las células pro y pre B
de los linfocitos inmaduros

Monocitos,
células
IL-8 6.5 endoteliales, Induce la quimiotaxis y activacion de
(quimiocina) ' macrofagos neutréfilos y células T.
alveolares,
fibroblastos.
IL-9 30-40
Induce la proliferacion de algunas
IL-10 17-21 Células T células T, potencia la proliferaciéon del
mastocito inducida por la IL-3.
Células T, Inhibe la activacion del MAC,estimula la
células B produccion de célula B y la produccion
IL-11 24 ) . .
activadas y de Ac, estimula los mastocitos y
MOoNOCitos. cambia de Tya Ty,
’ Estimula la produccion de Ac, accion
Células del L o
. : sinérgica con la IL-3 en la produccion
IL-12 75 microambiente - .
- de megacariocitos, estimula los
hematopoyético . .
progenitores del macroéfago.
rMnggféc?;oi’s Activa a las NK para secretar [FN-
IL-13 10 998, gamma, cambia Ty a Tn, inhibe la
algunas células s . ;
) produccion de Ig E inducida por la IL-4.
B y mastocitos.
Induce la proliferacion y diferenciacion
IL-14 ? Células T de células B e inhibe la produccion de
IL-1.
IL-15 14-15 Celulgs By Induce la secrecion de Ig E.
macrofagos
IL-16 56 Células T Induce la proliferacion de la célula B
Células no Induce la proliferacion y citotoxicidad de
IL-17 20-30 linfoides, las células de las NK, diferenciacion de
musculares la célula NK.
Células
IL-18 ? endoteliales y Inmunomodulatoria.
Monocitos.

INTERFERONES

Coestimula la produccion de la célula T,
induce la secrecion de la IL-6, IL-8 y G-

IFN-a 18-20 Linfocitos CSF a partitr de las células
endoteliales, epiteliales y fibroblastica.
Fibroblastos y Incrementa la expresion de. gntigenos
IFN-B 20 células de clase | y Il HLA. Y la actividad de
e células NK.Induce el factor Inductor del
amnioticas

IFN-gamma similar a la IL-1.
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Posee efectos antivirales e
IFN-y 20-25 y CD 8+, células mmunomodglatorlos. Es quimiotactico
NK v Th 1 para monocitos y aumenta en ellos la
y ) expresion de HLA clase |.

FACTORES DE NECROSIS TUMORAL (TNF)

Fibroblastos,

Linfocitos CD 4+

células NK,
TNF-a ggtli torgift”ooss’ Proinflamatorio, antitumoral. Agente
. 17 X ’ neovascularizante y estimulante de la
(caquectina) células .
endoteliales y resorcion 6sea.
células del
musculo liso.
TNF-B
25 Linfocitos T Idem anterior.

linfotoxina
FACTORES ESTIMULANTES DE COLONIAS (CSF)

Estimulacion de proliferacion y

Células T, ) iy

endoteliales dlfere_n0|a0|on de precursore_s
GM-CSF 14-35 ) ’ mieloideos, potencia las funciones de

macrofagos, y re . .

. neutréfilos y monocitos maduros (lisis y

fibroblastos o

fagocitosis)

Monocitos-

m'acrofagos, Estimula la proliferaciéon y

células diferenciacion de la linea de
G-CSF 18-22 endoteliales, ) < .

células T gra.n.ulomtos neutrofilos. Estimula la

e actividad de PMN maduros.

neutroéfilos y

fibroblastos.

Monop itos- Estimulacion de diferenciacion de

macréfagos, recursores hemopoyéticos hacia la
M-CSF 70-90 células P oy

linea monocitica . Funcionalidad de

endoteliales y . .
monocitos y macréfagos maduros.

fibroblastos.
Células
intersticiales
peritubulares
renales, higado y
macrofagos de
meédula ésea.
Higado, rifion y
musculo liso.En
Trombopoyetina [ 18-70 menor
proporcion en
bazo y células.
FACTORES ESTIMULADORES DEL CRECIMIENTO

Regula la produccion de eritrocitos en
condiciones normales y recuperacion
post anemica.

Eritropoyetina |30

Estimula la proliferaciéon y la
diferenciacion de las células
progenitoras megacariociticas .
Aumenta la produccién plaquetaria .
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Activa la activacion plaquetaria,

C (carece del
primer y tercer

respectivamente

PDGF Plaquetas principalmente actua regulando
mecanismos de adherencia .
Induce la proliferacion de los
Monocitos progenitores de los granulocitos y de
fibroblasto’s los monocitos, activa a los macréfagos,
TGF-a 5-20 . y aumenta produccion de Leucotrienos
células e o
. en el eosindfilo, actividad tumoral del
endoteliales . ) e
monocito. Induce la proliferacién del
granulocito.
Monocitos,
TGF- 25 flt?roblastos y Induce la proliferacion de monocitos
células
endoteliales
Proliferacion de fibroblastos, sintesis de
FGF Tejido conectivo |colagena y macromoléculas de matriz
intersticial
Células de Crecimiento y diferenciacion de
EGF lamina basal oclr y
: epitelios
epidermal
Higado y células |Promueve proliferacion y diferenciacion
ILGF-1 55.70 del de multiples tejidos contribuyendo al
ILGF-2 sincitiotrofoblasto | desarrollo corporal postnatal y

embrionario.

QUIMIOCINAS

residuo cisteina P::ggrit:’ - Induce la angiogénesis , la proliferacion
conservados) |Variable P ' | de los queratinocitos, la resorcion 6sea
Er hueso, células T ) .,

j: B y la proliferacién tumoral.
LINFOTAXINA ye,
(LPTN)
C-C varios ej:
MIP-1a,
?{:‘NTES’ MIP- Variable CD8 activados, |Induce la quimiotaxis de las células Ty
EdT AXINAS mastocitos NK
MCP-1Y MCP-
3
|(|:_x1% (\IISEI?OS ©J: Variable Induce la quimiotaxis de las células T,
SDF ’ ’ NK, basdéfilos y eosindfilos.

(Tomado y modificado de Aguirre de Avalos vy illaria bellantuono.)
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TRANSTORNOS HEMATOPOYETICOS.

La interaccion ligando-receptor da como resultado la activacion de sefnales
bioquimicas. Estas sefales bioquimicas termina activando de factores trascripcién
y consecuentemente la expresion de productos proteicos de genes especificos,
que mantiene la sobrevivencia, disparan la proliferacibon o promueven la
diferenciacion hacia células sanguineas maduras. Sin embargo, la regulacion de la
hematopoyesis puede presentar alteraciones en las diferentes fases, que resulten
en modificaciones cuantitativas y funcionales en las poblaciones de células

hematopoyéticas.

Alteraciones como mutaciones, traslocaciones o inversion de genes, de los
cuales sus productos regulan la proliferacion, diferenciacion o sobrevivencia
celular, resultan en la generacion de moléculas de sefalizacion anormales o un
incremento en la expresidon de proteinas reguladoras. Estos genes anormales son
referidos como oncogenes, y sus contrapartes normales referidos como proto-
oncogenes. Los oncogenes contribuyen a la transformacion maligna promoviendo
una proliferacion descontrolada, bloqueo en la diferenciacion normal o en la
prevencion de la apoptosis. En contraste a los oncogenes, los genes supresores
de tumor codifican proteinas que regulan negativamente la proliferacién. La
inactivacién funcional de ambas copias de un gen supresor de tumor mediante
perdida o mutacion, es comunmente requerida para promover la transformacién
maligna. Entonces, los genes supresores de tumor son genéticamente recesivos

en la transformacion, mientras que los oncogenes son dominantes (55-57).

El desequilibrio en la hematopoyesis se traduce en serios problemas
hematolégicos, en las enfermedades neoplasicas de todo tipo, incluidos los
sindromes mielodisplasicos y también las trastornos mieloproliferativos, el caracter
distintivo de su crecimiento los constituye la proliferacion aberrante, de tipo clonal

de las células que los originan (58-61).
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La proliferacién clonal es la consecuencia de una serie de mutaciones
somaticas adquiridas que confieren a las células transformadas una capacidad de

multiplicacion mucho mayor que la que posee sus contrapartes normales (61).

Uno de estos trastornos hematopoyéticos es la leucemia mieloide aguda LAM,
esta enfermedad es considerada como un grupo heterogéneo de padecimientos
caracterizado por un incontrolada proliferacion de células hematopoyéticas
neoplasicas acompafiado con un dano en la produccibn de células
hematopoyéticas normales dando como consecuencia neutropénia, anemia y

trombocitopénia (61).

El objetivo principal del tratamiento antineoplasico es erradicar la clona
leucémica y restablecer la hematopoyesis normal en la médula 6sea. Este objetivo
se hace cada vez mas posible pero va siempre aunado a efectos secundarios
dependiendo del tratamiento. Dentro de los aspectos importantes a tomar en
cuenta, cuando se planea el tratamiento de un paciente con LAM se encuentran
(61-65):

1. Clasificacion biolégica de la leucemia en base a inmunofenotipo,
citogenética y alteraciones genéticas moleculares.

2. Definicion de grupos de riesgo en base a factores de impacto prondstico
conocidos.

3. Evaluacién de enfermedad minima residual para la redefinicion de remision

completa y seleccion de tratamientos de acuerdo a esta.

Uso de nuevas drogas y esquemas con dosis altas de quimioterapia.

Inmunoterapia.

Tratamientos dirigidos a blancos moleculares

Avances en el transplante de células progenitoras hematopoyéticas

© N O g A

Purga de médula ésea.

26



Sin embargo estos métodos no son 100% efectivos trayendo como
consecuencia la muerte del paciente en diferentes lapsos de tiempo.

En los ultimos 20 afios la investigacion clinica del tratamiento contra la
leucemia se ha concentrado principalmente en incrementar las dosis de farmacos
citotoxicos con el objetivo de inducir muerte de las células leucémicas. Aunque
estas formas de tratamiento han incrementado el porcentaje de curacion en
poblaciones seleccionadas también se asocian con toxicidad en forma temprana o
tardia y adicionalmente los enfermos considerados con mal prondstico dificilmente

Se curan.
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BIOMOLECULAS ACTIVADORAS DE HEMATOPOYESIS

Como ya hemos mencionado, los factores de crecimiento hematopoyético
regulan la hematopoyesis in vivo como in vitro controlando la proliferacion vy
diferenciacion de las celulas hematopoyéticas ( 66-68), sin embargo existe
evidencia de que estas glicoproteinas no son las unicas que pueden influir en la
hematopoyesis, ya que existen biomoléculas de origen y naturaleza distinta a las
citocinas que afectan la proliferacion y diferenciacion de las células
hematopoyéticas, tal es el caso de la vitamina E (69), la vitamina A (70,71) y el
acido retinoico (ATRA), miembro de la familia de las hormonas esteroideas
(72,73), asi mismo la caseina principal proteina de la leche y su sal el caseinato
de sodio (74-77).

La leche y los productos lacteos son base de la dieta humana. La leche
bovina representa una de las fuentes de alimento de mas consumo a nivel
mundial. La leche bovina esta constituida por 3.6 % de proteinas, 4.1% de grasas,
5.0% de carbohidratos y menos del 1% de vitaminas y minerales y un 86% de
agua. De la fraccién proteica compuesta por alfa-lactalbumina, beta-lactalbumina
y caseina, esta ultima es el principal componente con un 80%. La caseina se
encuentra en forma de micelas, conformada por cuatro cadenas polipeptidicas
designadas como alfa-s1 caseina, alfa-s2 caseina, beta-caseina y k-caseina. La
caseina cuando es diluida en alcali produce caseinatos, uno de ellos es el

caseinato de sodio (74).

Desde hace mas de 30 afos se publicd que la eliminacién de caseina en la
dieta de ratas provocé mielosupresion (73), ademas provoca una produccion
deficiente de eritrocitos a consecuencia de la reducciéon en la produccion de
eritropoyetina (74), la inyeccién de caseinato de sodio a la cavidad peritoneal de
ratbn, ademas de movilizar granulocitos y macréfagos, también induce
acumulacion de actividad estimuladora de colonias en suero y exudado de la

cavidad peritoneal (75-77), posteriormente en otra investigacion se observé que la
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inyeccion subcutanea de caseina permite la sobrevivencia de ratones inyectados
con dosis letal de bacterias, actividad que se debe a la elevacion de los niveles del
factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF) el cual activa a los
granulocito-neutrofilos para eliminar a las bacterias (78). Nuestro grupo de
investigacion demostr6 que el caseinato de sodio (CasNa) acelera la
diferenciacion de neutrofilos en banda hacia polimorfonucleares (79), ademas
reduce la proliferacion e induce la diferenciacion hacia el linaje monocito-
macrofago de las células 32D (una linea hematopoyética multipotencial
dependiente de interleucina-3 y ampliamente usada como modelo de estudio de la
hematopoyesis) (80), posteriormente publicamos que la diferenciacién morfolégica
se acompafa de la induccién a la expresion del gen del M-CSF y su receptor (M-
CSFR) (81), ademas hemos mostrado que la adicién de CasNa al cultivo de la
linea leucémica mielomonocitica WEHI-3 de raton, bloquea su proliferacion
celular, pero no existen la expresion del M-CSF y su receptor (82). Por otro lado
también se han obtenido resultados de que el CasNa ademas de incrementar el
indice esplénico en ratones tratados intraperitonealmente con la proteina,

aumenta también el tamafio de los centros germinales (83).

Datos preliminares producidos por nuestro equipo indican que la adicién de
CasNa al cultivo de células de médula 6sea de raton (células hematopoyéticas
normales), en presencia de IL-3, se observa una consistente induccion a la
proliferacion, incluso tenemos evidencia de que la inyeccidn intraperitoneal de
CasNa incrementa el, indice esplénico, asi como el tamafo de los centros
germinales (83), por lo que este dato sugiere que el CasNa puede inducir la

hematopoyesis in vivo.
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CITOMETRIA DE FLUJO

La tincidn inmunoflourescente mediante La incorporacion de 5-
bromurodeoxiuridina (BrdU) y el analisis citométrico provee una técnica de alta
resolucion que sirve para determinar la frecuencia y naturaleza de células
individuales que han sintetizado DNA. En este método el BrdU (un analogo del
nucleodtido de timidina) es incorporado al DNA nuevo de células que se encuentran
en la fase S del ciclo celular. ElI BrdU incorporado es tefido con un anticuerpo
especifico para el BrdU, asi los niveles de BrdU incorporado a la célula pueden ser
monitoreados por el citometro. EI BrdU es compatible con el uso de anticuerpos
fluorescentes especificos de otras moléculas celulares. Estas moléculas incluyen

antigenos de superficie o proteinas intracelulares.

Para poder analizar las poblaciones existentes tanto en bazo como en
médula 6sea se analizaron las células mononucleadas obtenidas de ambos
organos mediante citometria de flujo. Esto fue mediante la adicion de anticuerpos
especificos celulares marcados con anticuerpos fluorescentes.(FITC, PE O
PerCP). Las células se marcaron de la siguiente manera:

Macrofagos: CDF4/80 (PE)/ BrdU (FITC)

Granulocitos: Ly-6G (PE)/ BrdU (FITC)

Granulocitos Macrofagos: CD11b (PE)/ BrdU (FITC)

Linfocitos T: CD3 (PerCP)/ BrdU (FITC)

Linfocitos B: CD220 (PerCP)/ BrdU (FITC)

MARCADOR DE CELULAS MACROFAGICAS (F4/80): el anticuerpo monoclonal
BM8 reacciona con el antigeno F4/80 de ratén, una proteina transmembranal, de
aproximadamente 125kDa,. El antigeno F4/80 esta expresado por la mayoria de
los macrofagos maduros y es el mejor marcador para esta poblacion celular. Sin
embargo otro tipo de células tales como las de Langerhans y de Kupffer han sido
reportadas con este antigeno. La expresion del F4/80 comienza durante el

desarrollo temprano de las células mieloides con aproximadamente el 30% de las
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células de médula 6sea. Se ha demostrado que algunas citocinas regulan la
expresion del F4/80, dando como resultado la marca del antigeno en una

subpoblacion de macrofagos, especialmente en un microambiente linfoide in vivo.

MARCADOR DE GRANULOCITOS (Ly-6G): el RB6-8C5 reacciona con un epitope
comun en Ly-6G y Ly-6C. Previamente conocido como Gr-1 un antigeno de
diferenciacion mieloide. En médula ésea el nivel de expresién del antigeno esta
directamente correlacionado con la diferenciacion y maduracion de los
granulocitos. En la periferia el anticuerpo RB6-8C5, reconoce granulocitos

(neutrdfilos y eosindfilos).

MARCADOR DE CELULAS GRANULOCITICAS Y MACROFAGOS (CD11b):

El anticuerpo Mi/70 reacciona con la cadena ay de 170kDa de MAC-1
(integrina,CD11b/CD18 am B2 ). ElI cual es conocido como un receptor
complemento (CR3) el cual es mediador en la adhesiéon para C3bi e ICAM-1
(CD54). MAC-1 el cual es expresado en varias etapas de granulocitos y
macrofagos. La expresion de MAC-1 es rapidamente regulada por neutrofilos
después de ser activados. En humanos se ah observado en células monociticas y

polimorfonucleares.

MARCADOR DE LINFOCITOS T (CD3): El anticuerpo IF4(clona),reacciona con el
receptor asociado al antigeno de superficie CD3 el cual es un conjunto de
proteinas polipeptidicas unidas a la membrana, colectivamente se le denomina
receptor de células T (TCR), encontrado en los Timocitos y linfocitos T periféricos

asi como células T dendriticas.

MARCADOR DE LINFOCITOS B (CD45R/B220): Es un anticuerpo que reacciona
con un epitope de dominio extracelular de la glicoproteina CD45 la cual es
dependiente en la expresion del exdn Ay residuos carbohidratos especificos. Esta

es expresada en linfocitos B, en la mayoria de sus estadios a partir del pro-B, asi
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mismo también esta presente en células B activadas y su expresién es menor en

células plasmaticas y un subconjunto de células B de memoria.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dentro de los decesos en México, los tumores malignos ocupan una de las
5 principales causas de muerte. Entre los tumores malignos estan las leucemias
gue son padecimientos que van en aumento a escala mundial. En nuestro pais el
namero de pacientes se ha incrementado en forma significativa. Tan solo en
1998, se reportaron mas de 600 casos nuevos, mientras que la tasa de
sobrevivencia a 5 afios es del 40 %, a pesar del uso de las nuevas estrategias
terapéuticas como el transplante de médula 6sea y la terapia de diferenciacion. La
Incidencia a nivel mundial: es de 1,5 casos por 100,000 habitantes/afio. Su
frecuencia aumenta con la edad. Comprende el 80 % de las leucemias agudas en
adultos y del 15-20 % en nifios (64,65).

Los tratamientos convencionales para la LMA 6 LMC tienen como objetivo
principal erradicar la célula neoplasica de la médula Osea y restaurar el
funcionamiento normal (65). La mayoria de estos medicamentos son toxicos para
las células neoplasicas pero también para las normales con lo cual se compromete
la vida del paciente, por lo que sigue vigente la necesidad de encontrar nuevas
estrategias terapéuticas efectivas contra las células neoplasicas pero no agresivas

contra las células normales hematopoyéticas.

Varios factores de crecimiento hematopoyético, miembros de la familia de
las citocinas, se han empleado en el tratamiento de las neoplasias hematoldgicas
porque ayudan en la recuperacion de la hematopoyesis normal, sin embargo
tienen efectos secundarios severos incluyendo la posibilidad de promover el

crecimiento de las células neoplasicas.
En los ultimos afos se han descrito moléculas diferentes a las citocinas con

actividad hematopoyética con gran relevancia terapéutica, como el caso de acido

retinoico, en el tratamiento de la leucemia promielocitica aguda (86).
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Recientemente nuestro grupo mostré que el caseinato de sodio (CasNa), una sal
de la caseina, también modula la hematopoyesis, particularmente, bloqueando la
proliferacion de lineas celulares mieloides normales (células 32D) y leucémicas
(WEHI-3, P388 y J774) de raton.

Como ya mencionamos tenemos evidencia de que el CasNa aumenta la
proliferacion in vitro de células hematopoyéticas normales cultivadas con IL3,
ademas promueve la produccién de M-CSF y su receptor, inhibe células tumorales
y leucémicas e induce diferenciacion a la serie macrofagica y granulocitica todo
esto sin alterar la viabilidad de las células. Este conjunto de datos indican que el

CasNa modula la hematopoyesis in vitro, pero no se conoce si lo hace in vivo.

La hipotesis de que el CasNa puede modular la hematopoyesis in vivo,
parece tener sentido si consideramos que datos preliminares indican que la
inyeccion de CasNa en ratones incrementa el indice esplénico y el tamafio de los
centros germinales, asi como el aumento en el niumero de células mononucleadas

en médula 0sea, todos parametros que indican activacion de la hematopoyesis.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del CasNa en la hematopoyesis medular y extramedular.

OBJETIVOS PARTICULARES:

. Evaluar si existe un incremento en la proliferacion de células
mononucleadas (CMN) normales de médula 6sea y de Bazo en ratones
tratados con CasNa

. Identificar las poblaciones que proliferan tanto en médula 6sea como en

bazo.
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HIPOTESIS
Existen evidencias de que el CasNa una sal de la caseina principal proteina
de la leche es capaz de inducir la proliferacion in vitro de células hematopoyéticas
provenientes de médula 6sea de ratdn. Induce el aumento del tamafio de los
centros germinales de bazo e incrementa el indice esplénico. Por lo anterior se
espera que la inyeccion de CasNa a la cavidad peritoneal del ratbn pueda inducir

la hematopoyesis in vivo.
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MATERIALES Y METODOS

Poblacion de estudio: 12 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.

Equipo y Material

N o gk~ wDbdE

Equipo

Centrifuga DINAC B-D (Becton Dickinson and Company Persippany NJ)
Microscopio Optico (American Optical Corporation)

Campana de flujo laminar (Veco. México)

Campana de madera con luz ultravioleta

Balanza granataria (Ohaus. Florham Park N.J. Capacidad de 2kg “5Ib”).
Balanza analitica (Mettler H54 AR). Con capacidad maxima de 160 gramos

Incubadora (Termo Forma Series Il, Ohio, USA)

Material

1. Micropipetas (20pul, 200uly 1000ul)

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

3. Cajas Petri (5y 10 ml)

4. Tubos coénicos de vidrio y plastico (5 y 10 ml)
5.
6
7
8
9

Tubos Eppendorf (1y 2 ml)

. Matraz Erlenmeyer (500 y 1000 ml)

. Probetas graduadas (500 y 1000 ml)

. Vasos de precipitados (50, 250 y 500 ml)
. Placas de 96 pozos (Corning NY, USA)

10. Estuche de diseccion

11.Hemacitometro

12. Jeringas de insulina de 1 ml
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Reactivos
1. Colorante azul tripano (Sigma Chem USA)

2. Iscove’s Modified Dulbecco’s (Gibco BRL,USA)
3. Agua Milli-Q
4. Ficoll-Paque (6= 1.077g/ml)
5. Suero Fetal Bovino (SFB) (Gibco BRL, USA)
6. Caseinato de sodio (CasNa) (SIGMA. México)
7. Etanol al 70%

Método

Inyeccién a los ratones
1. Los ratones se dividieron en dos grupos de dos, al grupo control se le
inyecté agua Milli-Q 1ml como vehiculo y al segundo grupo se le inyectd
0.1g (100 mg.) de CasNa disuelto en 1 ml de agua Milli-Q.

2. Este tratamiento se realizé cada tercer dia por un periodo de 6 dias.

Obtencién de células mononucleadas

3. Después del tratamiento se sacrificaron los dos grupos de ratones por
medio de dislocacién cervical. Se obtuvieron los fémures y bazos. Esto se
realizé en la campana de cultivo, previamente desinfectada con alcohol al
70% vy esterilizada por 20 minutos con luz ultravioleta (UV): los fémures se
colocaron en cajas petri con medio Iscove’s.

4. Se cortaron las epifisis de cada fémur de los dos 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
0sea. La suspension celular se centrifugd para obtener el botdn celular de
cada grupo, se resuspendieron en 2mL de medio Iscove’s, SFB al 10% y se
resuspendieron perfectamente y se colocaron cuidadosamente sobre Ficoll
en tubos conicos y se centrifugaron por 17 minutos a 500g. Posteriormente

se lavaron y se contaron en hemocitometro.
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Viabilidad y numero celular
5. Se evalud por medio de la incorporacion de azul tripano (Sigma USA), con
una dilucién 1:1 con colorante azul tripano y se realiz6 el conteo de células

vivas y muertas en el hemocitometro.

Obtencion de células de Bazo

1.-Los bazos se envolvieron en un filtro elastico y se depositaron en cajas petri
con medio ISCOVE'S, se exprimieron con un embolo de jeringa hasta liberar
las células sanguineas. La suspension celular se centrifugé para obtener el
boton celular de cada grupo, la cual se colocé en tubos con 2 ml de medio
Iscove’s, SFB al 10% y se resuspendieron contandose el numero celular. Se
vacio el resuspendido en tubos que contenian 1.5ml de Ficoll y posteriormente

se centrifugaran por 20 minutos a 500 x g.

2.-Al finalizar éste periodo se obtuvo un anillo celular de cada muestra, el cual
contenia a las células mononucleadas, estas se lavaron dos veces con medio
Iscove’s y SFB al 10%, y finalmente se realizd el conteo directo de células

mononucleadas.

MANEJO DE DATOS

En el presente estudio se realizaron tres experimentos por separado. Los
datos se presentaron como la media y la desviaciéon estandar (+). Para observar
diferencias significativas entre los datos se empleo un analisis de varianza
(ANOVA) seguida de una prueba de tukey (p <0.05) mediante el paquete
estadistico SPSS.
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RESULTADOS

EL CasNa AUMENTA EL NUMERO DE CELULAS DE MEDULA OSEA Y BAZO
IN VIVO.

Resultados de nuestro laboratorio indican que el CasNa induce la
proliferacion de las células mononucleadas de médula 6sea de raton normal in
vitro. En este trabajo se analiza si el CasNa también induce la proliferacion y
diferenciacion de las células hematopoyéticas de raton normal in vivo en médula
O0sea y bazo. Con esta finalidad se inyecté CasNa en la cavidad peritoneal de
ratones BALB/c cada 48 hrs durante 6 dias, al octavo dia los ratones fueron

sacrificados y el fémur y bazo extraidos.
El tamano del bazo revelado por la morfologia y por el indice esplénico

(peso del bazo/ peso del raton), fue mayor en ratones tratados con CasNa en

relacion con los inyectados con s6lo agua inyectable (vehiculo) ( Figura 4).

Bazo Bazo
Vehiculo CasNa
indice esplénico 0.0041 0.0070*

Figura 4.- Fotografia del tamafio del bazo y aumento de su peso reflejado por el
indice esplénico del raton inyectado con CasNa en comparacion con ratones
inyectados con solo agua inyectable (vehiculo). (* Diferencia significativa t de
student P < 0.05) en relacién al vehiculo.
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Al evaluar el numero de células totales (eritrocitos y células
mononucleadas) obtenidas de médula 6sea por fémur y por bazo de raton, se
encontré mayor cantidad en aquellos ratones inyectados con CasNa (Figura5 Ay
B).

A) B)
CELULAS TOTALES DE CELULAS TOTALES POR BAZO
MEDULA OSEA POR FEMUR
14 * 200 +
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-
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CELULAS (1X10°%)
)
o

o N A O ®

VEHICULO CasNa VEHICULO CasNa

Figura 5.- Aumento del niumero de células totales de médula 6sea (A) y bazo (B)

de ratones tratados con CasNa. (* Diferencia significativa t de student P < 0.05/)
con relacion al vehiculo.

Al separar las células mononucleadas (CMN) a partir de las células totales,
se encontrd la misma relacion; mayor cantidad de CMN de ratones inyectados con
CasNa y sin cambios en la viabilidad celular (Figura 6 A , B, C y D).
Adicionalmente tampoco encontramos evidencias de induccion a la apoptosis en
CMN de médula 6sea (Figura 7). (* Diferencia significativa t de student P < 0.05)
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C) D)

VIABILIDAD DE CMN EN BAZO
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Figura 6.- Numero (A) y porcentaje de viabilidad (B) de células mononucleadas
obtenidas de médula ésea. Numero (C) y porcentaje de viabilidad (D) células
mononucleadas de bazo de ratones tratados con caseinato de sodio (CasNa), o
solo vehiculo (vehiculo). (* Diferencia significativa t de student P < 0.05) en
relacion al vehiculo.

A) B)

APOPTOSIE MEDULA OSEL TEHICULO = APOPTOSIE MEDULA OSEA CasMa
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Figura 7.- Evaluacion de apoptosis en CMN de ratones inyectados con sélo
vehiculo (A), o con CasNa (B).
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El CasNa AUMENTA LA PROLIFERACION DE CELULAS DEL LINAJE
MONOCITO-MACROFAGOS, GRANULOCITOS, LINFOCITOS T y B EN BAZO
Y MEDULA OSEA.

Para observar si el aumento en el numero de células hematopoyéticas de
bazo y médula 6ésea es consecuencia de una induccién a la proliferacién acoplada
a diferenciacién, procedimos a inyectar intraperitonealmente cada 48 h con o sin
CasNa durante 6 dias, al séptimo dia se inyecté a cada raton 100 pL de una
solucion que contiene 1 mg/mL de BrdU y se sacrificaron al 8° dia. Las células
mononucleadas de médula 6sea fueron extraidas y marcadas con anticuerpos
contra antigenos especificos para macrofagos (F4/80 6 CD11b), granulocitos (Ly-
6G/GR-1), linfocitos B (CD45R /B220) y linfocitos T (CD3) para finalmente
adicionarles anticuerpos contra BrdU. Para el analisis con el citometro de flujo se
seleccionaron las poblaciones correspondientes a Monocitos (A), Granulocitos (B)

y Linfocitos T y B (C) dependiendo de su tamafio y granularidad (Figura8 A,By C
).
A) B) C)

F4/80 Bazo Vehiouls D3 Bazo Vehimulo
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Figura 8.- Regiones seleccionadas y analizadas por el citbmetro de flujo
dependiendo de la granularidad y tamafo. A) Monocito- Macrofago; B)
Granulocito; C) Linfocitos
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Proliferacion del linaje monocito-macréfagos.

Una vez tenida la muestra con el anticuerpo anti-F4/80 especifico para el
linaje monocito-macrofago y el anti-BrdU procedimos a analizar los resultados. De
la poblacién total de las células (Figura 9 A), comparamos tamano y granularidad
con la positividad para el anticuerpo anti-F4/80 lo cual da idea de la posible
induccién de diferenciacidon macrofagica (Figura 9 B). Los datos revelan que existe
un incremento del doble del porcentaje (8.1) en bazo tratados con CasNa
comparados con aquellos que solo reciben vehiculo (Figura 9 B1 y B2). En cuanto
a la médula ésea el incremento fue de 14.98 % en las muestras de ratones
tratados con CasNa en relacion a los que solo reciben vehiculo (Figura 9 B3 y B4).
Detectada la induccion de diferenciacién macrofagica inducida por el CasNa en la
poblacion total, procedimos a analizar solo la poblacién en la regibn macrofagica
positiva al anti-F4/80 y al anticuerpo/anti BrdU (Figura 9 C), para detectar
diferenciaciéon acoplada a proliferacion, nuestros resultados muestran un
incremento de 15.28 % (Figura 9 C1 y C2) en bazo mientras que en médula 6sea
fue de 5.3 % (Figura 9 C3 y C4) en las muestras de ratones tratados con CasNa,
comparados con aquellos que solo reciben vehiculo. Finalmente procedimos a
analizar la diferencia del porcentaje de la poblaciéon positiva al anticuerpo anti-
F4/80 proveniente de una division celular reciente revelado por la incorporacién de
BrdU. Los resultados indican que mas de la mitad en bazo y casi la mitad de
médula Osea positiva a anti-F4/80 provienen de una reciente multiplicaciéon celular
(Figura 9 D1y D2)y (Figura9 D3 Y D4).

El anticuerpo anti-CD11b también es ampliamente usado para identificar
poblaciones macrofagicas (103). El uso de este anticuerpo siguiendo el mismo
procedimiento de analisis que con el anti-F4/80, se obtuvieron resultados similares
(Figura 10). Este grupo de datos claramente indican que el CasNa induce

proliferacion y diferenciacion hacia el linaje monocito-macroéfago.
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Linaje monocito-macrofagos F4/80
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Figura 9. Células totales (A); tamarfio y granularidad con la positividad para el
anticuerpo anti-F4/80 (B); positividad al anticuerpo anti- F4/80 y anti-BrdU (C);
porcentaje de células positivas al BrdU partiendo unicamente de la poblacion

F4/80 positiva (D).
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Figura 10. Células totales (A); tamafio y granularidad con la positividad para el
anticuerpo anti-CD11b (B); positividad al anticuerpo anti- CD11b y anti-BrdU (C);
porcentaje de células positivas al BrdU partiendo unicamente de la poblacién
CD11b positiva (D).

45



Proliferacion de granulocitos.

Una vez tefida la muestra con el anticuerpo anti-Ly-6G para granulocitos
procedimos a analizar los resultados. De la poblacién total de las células (Figura
11 A), comparamos tamafo y granularidad con la positividad para el anticuerpo
anti-Ly-6G lo cual da idea de la posible induccion de diferenciacion granulocitica
(Figura 11 B). Los datos revelan que existe un incremento del 1.67 % en bazo
tratados con CasNa comparados con aquellos que solo reciben vehiculo (Figura
11 B1 y B2). En cuanto a la médula 6sea el incremento fue del 12.09 porciento en
relacion a los que solo reciben vehiculo (Figura 11 B3 y B4). Detectada la
induccién de diferenciacion granulocitica inducida por el CasNa en la poblacién
total, procedimos a analizar la regién granulocitica positiva al anti-Ly-6G y al
anticuerpo/anti BrdU (Figura 11 C), nuestros resultados muestran un incremento
del 13.35 % (Figura 11 C1 y C2), en bazo mientras que en médula 6sea fue del
5.72 % (Figura 11 C3 y C4) en las muestras de ratones tratados con CasNa,
comparados con aquellos que solo reciben vehiculo. Finalmente procedimos a
analizar el porcentaje de la poblacion positiva al anticuerpo anti-Ly-6G
proveniente de una division celular reciente revelado por la incorporacion de BrdU.
Los resultados indican que existe un incremento del 6.64 % en el bazo (Figura 11
D1 y D2) y de % en médula ésea (Figura 11 D3 y D4). Resulté interesante que
en las muestras de médula ésea se observaron al menos tres subpoblaciones de
granulocitos (Figura 11 C3 y C4), estas subpoblaciones fueron analizadas
posteriormente y se observo que la region 2 y 3 muestran mayor proliferacion de
células de médula 6sea de ratones tratados con CasNa comparada con las

muestras de ratones que solo recibieron vehiculo (Figura 11 D3 y D4).
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Figura 11. Células totales (A); tamafio y granularidad con la positividad para el
anticuerpo anti-Ly-6G (B); positividad al anticuerpo anti-Ly-6G y anti-BrdU (C);
porcentaje de células positivas al BrdU partiendo unicamente de la poblacion Ly-
6G positiva (D). Region de células en proliferacion de células granulociticas (D3 'y
D4)

47

35



Proliferacion de linfocitos B.

Una vez tefiida la muestra con el anticuerpo anti-CD45R/B220 para
linfocitos B y el anti-BrdU procedimos a analizar los resultados. De la poblacion
total de las células (Figura 12 A), comparamos tamafo y granularidad con la
positividad para el anticuerpo anti-CD45R/B220 lo cual da idea de la posible
induccion de diferenciacion de células B (Figura 12 B). Los datos revelan que
existe un incremento del 16.05 % en bazo tratados con CasNa comparados con
aquellos que solo reciben vehiculo (Figura 12 B1 y B2). En cuanto a las muestras
de médula ésea el incremento fue de apenas 0.35 porciento en las muestras de
ratones tratados con CasNa en relacion a los que solo reciben vehiculo (Figura 12
B3 y B4). Detectada la induccion de diferenciacion, inducida por el CasNa en la
poblacion total, procedimos a analizar solo la poblacion en la region linfocitica
positiva al anti-CD45R/B220 y al anticuerpo/anti BrdU (Figura 12 C), para detectar
diferenciaciéon acoplada a proliferacién, nuestros resultados muestran un
incremento del 12 % (Figura 12 C1 y C2) en bazo mientras que en médula 6sea
fue del 8.41 % (Figura 12 C3 y C4) en las muestras de ratones tratados con
CasNa, comparados con aquellos que solo reciben vehiculo. Finalmente
procedimos a analizar que porcentaje de la poblacién positiva al anticuerpo anti-
CD45R/B220 provenia de wuna division celular reciente revelado por la
incorporacion de BrdU. Los resultados indican que mas de la mitad en bazo y
14.57 % mas en médula 6sea positiva a anti-CD45R/B220 provienen de una

reciente multiplicacion celular (Figura 12 D1, D2 y D3, D4).
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Figura 13. Células totales (A); tamafo y granularidad con la positividad para el
anticuerpo anti-CD45R/B220 (B); positividad al anticuerpo anti-CD45R/B220 y anti-
BrdU (C); porcentaje de células positivas al BrdU partiendo unicamente de la
poblacién CD45R/B220 positiva (D).
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Proliferacién de linfocitos T.

Una vez tefida la muestra con el anticuerpo anti-CD3 para linfocitos T y el
anti-BrdU procedimos a analizar los resultados. De la poblacién total de las células
(Figura 13 A), comparamos tamafo y granularidad con la positividad para el
anticuerpo Anti-CD3 lo cual da idea de la posible induccién de diferenciacion a
linfocitos B (Figura 13 B). Los datos revelan que no existe un incremento en bazos
de ratones tratados con CasNa comparados con aquellos que solo reciben
vehiculo (Figura 13 B1 y B2). En cuanto a las muestras de médula 6sea el
incremento fue del 4.55 % en las muestras de ratones tratados con CasNa en
relacion a los que solo reciben vehiculo (Figura 13 B3 y B4). Detectada la
induccién de diferenciacién, inducida por el CasNa en la poblacion total,
procedimos a analizar solo la poblacion en la region de linfocitica positiva al anti-
CD3 y al anticuerpo/anti BrdU (Figura 13 C), para detectar diferenciacion acoplada
a proliferacion, nuestros resultados muestran un incremento del 3.15 % (Figura 13
C1y C2) en bazo mientras que en médula 6sea fue del 12.27 % (Figura 13 C3 y
C4) en las muestras de ratones tratados con CasNa, comparados con aquellos
que solo reciben vehiculo. Finalmente procedimos a analizar que porcentaje de la
poblacién positiva al anticuerpo anti-CD3 provenia de una division celular reciente
revelado por la incorporacion de BrdU. Los resultados indican que en bazo existid
un incremento del 12.52 % y de un 5 % en médula 6sea (Figura 13 D1, D2 y
Figura 13 D3, D4). En cuanto a médula 6sea el incremento que se observa en el
Doplot es de apenas el 5 % cabe mencionar sin embargo que el numero de
eventos (células) analizadas por el citometro, fue superior en las muestras de
ratones que recibieron CasNa como tratamiento (18058) comparadas con el
vehiculo (1039) (Figura 13 D3, D4)
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Figura 13. Células totales (A); tamafio y granularidad con la positividad para el
anticuerpo anti-CD3 (B); positividad al anticuerpo anti-CD3 y anti-BrdU (C);

porcentaje de células positivas al BrdU partiendo unicamente de la poblacion CD3

positiva (D).



RESUMEN DE DATOS DE PROLIFERACION Y DIFERENCIACION

Tomando en cuenta solo el porcentaje de la poblacidn positiva al anticuerpo linaje

especifico y correlacionando la incorporacion de BrdU reportamos la diferencia

que existe entre las muestras de ratones que recibieron CasNa y los que solo

recibieron vehiculo como tratamiento tanto de Bazo como de Médula Osea (Tabla

2).
BAZO MEDULA OSEA
POBLACION VEHICULO | CasNa | DIFERENCIA VEHICULO | CasNa DIFERENCIA
PORCENTUAL PORCENTUAL
ENTRE ENTRE
CasNa/Vehiculo CasNa/Vehiculo
GRANULOCITOS | 29.26 35.90 6.64 54.63 78.61 23.98
(Ly-6G)
MACROFAGOS 19.90 40.69 20.79 60.99 98.18 37.19
(F4/80)
MACROFAGOS 70.98 85.61 14.63 44 .46 79.19 34.73
(CD11b)
LINFOCITOS T 2.23 14.75 | 12.52 92.03 97.03 5
(CD3)
LINFOCITOS B 12.74 29.94 | 17.02 49.40 63.97 14.57
(CDB220)
Tabla 2.-Comparacion del porcentaje total de proliferacion entre vehiculo y

CasNa . En muestras de Bazo y Médula Osea. (Dato representativo)
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DISCUSION DE RESULTADOS

La hematopoyesis es regulada por una serie de mensajeros celulares
conocidos como factores de crecimiento hematopoyéticos, miembros de la familia
de las citocinas(84), aunque también existen otras biomoléculas que pueden influir
en la hematopoyesis tanto in vivo como in vitro, tal es el caso de la vitamina D que
tiene efectos sobre la hematopoyesis (85) o acido retinoico, una analogo de la
vitamina A, el cual regula la granulopoyésis y hoy constituye un tratamiento eficaz
contra la leucemia promielocitica aguda (61,86,87), y en los ultimos afios se han
dado evidencias de que el caseinato de sodio, una sal de la caseina, también
regula la hematopoyesis in vitro tanto en lineas celulares (datos no publicados )

como en células normales de médula 6sea (88).

Es conocido que un aumento del nimero de células mononucleadas en
médula O0sea es un parametro que indica la activacion de la hematopoyesis
medular (89), mientras que el aumento en el peso, tamafo y celularidad del bazo
son parametros que indican la activacion de la hematopoyesis extramedular in vivo
(90-92). Usando estos pardmetros para estudiar el potencial del CasNa para
inducir la hematopoyesis medular y extramedular in vivo, encontramos que la
inyeccion intraperitoneal de CasNa en ratones induce un aumento en el tamafio
del bazo acompafado de un incremento en el ndmero de células totales y
mononucleadas en este 6rgano al igual que en la médula 6sea del fémur. Estas
observaciones concuerdan con datos previos en los que se muestra que la
inyeccion del CasNa aumenta el numero de mononucleadas de médula ésea
después de la inyeccién del CasNa durante 7, 14 y 28 dias, lo mismo sucede en el
aumento del tamafo de los centros germinales del bazo (83). Este conjunto de

datos indican que el CasNa induce la hematopoyesis medular y extramedular.

Por otro lado, la incorporacion de BrdU en células de médula ésea, es un
parametro que indica proliferacion celular y su uso en conjunto con anticuerpo

contra antigenos mieloides y linfoides especificos revelan la induccién a la
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proliferacion y diferenciacion de células hematopoyéticas (93-94). El uso de la
BromodeoxiUridina (BrdU) y anticuerpos especificos de linfocitos T, B, macréfagos
y granulocitos, revela que el aumento en el numero de células totales vy
mononucleadas en médula ésea y bazo en ratones inyectados con CasNa es
consecuencia de la induccion a la proliferacion hacia los 4 linajes evaluados. Bajo
este contexto, nuestros datos claramente indican que el CasNa no solo induce
proliferacion sino que también diferenciacién hacia el linaje mieloide y linfoide, por
tanto consistentemente se muestra que es un regulador de la hematopoyesis

medular y extramedular.

Se desconoce si las células generadas en ratones tratados con CasNa son
funcionales, pero algunos datos sugieren que si. Estudios in vitro indican que el
CasNa induce la diferenciacion hacia el linaje monocito-macréfago en la linea
celular hematopoyética de raton 32D e induccion a la produccion de anién
superoxido (80), sintesis de M-CSF y TNF-a bioactivo (81, 96), asi como acelerar
la conversion de neutréfilos en banda a segmentados e inducir la produccion de
M-CSF bioactivo (97), asi este conjunto de datos sugieren que las células
generadas con CasNa son activas. Esta hipétesis tiene sentido si consideramos
que la inyeccion IP de CasNa o caseina en ratones favorece la acumulacion de
granulocito-neutréfilos en las primeras horas y de macrofagos después de 24
horas de tratamiento (78), incluso que estos granulocitos tienen la capacidad de
rescatar a ratones inyectados con dosis letales de bacterias (98), probablemente
por la capacidad del CasNa para inducir la acumulacion de factores de

crecimiento hematopoyético en el suero (81).

El mecanismo de activacién de la hematopoyesis in vivo e in vitro mediado
por el CasNa aun no se conoce, pero el hecho de que su inyeccion en cavidad
peritoneal en ratones incremente la concentracion de factores estimulador de
colonias como el G-CSF, GM-CSF en suero y fluido peritoneal (75,77), y que el
CasNa induce la producciébn de M-CSF y de TNF en la linea mieloide
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hematopoyética multipotencial de raton 32D (81), sugieren que tal modulacion se

da via induccién a la produccién de citocinas.

Aunque falta mostrar si el CasNa modula la generacién de todos los linajes
hematopoyéticos, la activacion in vivo de la granulopoyesis, monopoyesis, Yy
linfopoyesis de T y B lo ubica como una molécula con actividad similar a la
mostrada por citocinas hematopoyéticas. Los factores de crecimiento
hematopoyético como el G-CSF, IL-3 asi como de GM-CSF se han empleado para
inducir la pronta recuperacion hematopoyética en individuos mielosuprimidos
(110). Tomando en cuenta que el CasNa actia como un modulador positivo de
hematopoyésis, por lo menos se le puede considerar como un agente que puede
inducir la recuperacion de individuos mielosuprimidos, con la ventaja de que es
una molécula proveniente de una fuente de alimenticia de facil obtencion y bajo
costo. De hecho ya existen estudios en los que se sugiere que la caseina reduce
la mielosupresién (71), y que su efecto en la eritropoyésis se debe a la modulacién
de la produccién de eritropoyetina (74), aunque en ambos estudios la caseina es

administrada como complemento dietético.

Por otro lado el hecho de que el CasNa induzca la proliferacion y
diferenciacion in vivo de células involucradas en la respuesta inmune natural y
especifica, tiene relevancia inmunoldgica. Los centros germinales del bazo estan
constituidos por Linfocitos T, B, células asesinas naturales (NK) y células
dendriticas (100-102), por ello es un sitio de reconocimiento y activacion de la
respuesta inmune, interesantemente el CasNa incrementa el tamafo de los
centros germinales (83) y correlaciona con la induccion a la proliferacion vy
diferenciacion de células macrofagicas, granulociticas y linfocitos T y B. Asi
nuestros resultados sugieren que el CasNa puede tener potencial para activar una
respuesta inmune integral. En este sentido, se ha observado que una dieta baja en
caseinas aumenta la incidencia de tumores de colon (104), una dieta rica en
caseinas protege contra el desarrollo de cancer intestinal en ratas (105). Ademas

un pre-tratamiento de caseina a neutrofilos potencializa su actividad contra
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tumores tales como el melanoma (106). Estos datos nos hacen pensar que el
CasNa tiene un efecto inhibidor en células tumorales o lineas celulares
transformadas y tal actividad probablemente se deba a la activacion del sistema

inmune.

Finalmente, es dificil explicar como el CasNa o la caseina inyectada por via
intraperitoneal y empleada como complemento dietético activen la hematopoyesis
o0 modulen la respuesta inmune. Una posibilidad es que en ambos casos exista
degradacion de la molécula y que alguno de los péptidos liberados sea el
responsable de tal modulacion. De hecho ya se han reportado péptidos bioactivos
de caseina con propiedades inmunomoduladoras como la b-casomorfina, un
péptido obtenido después de la degradacion de la b-caseina (107,108). Por otro
lado, se ha reportado la existencia de receptores de caseina en granulocitos y
macrofagos (109), lo cual abre la posibilidad de que las moléculas integras sean
las responsables de la activacion. Seria interesante en un futuro explorar ambas

posibilidades para comprender la ruta de activacion mediada por las caseinas.
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CONCLUSIONES

1.-El CasNa incrementa el numero de células totales de medula ésea y
bazo.
2.- El CasNa aumenta el numero de células mononucleadas de médula

Oseay bazo.

3.- El CasNa aumenta la proliferacion de células granulocitos, macrofagos y

linfocitos T en médula 6sea.

4.- al casna aumenta el numero de granulositos, macrofagos, linfocitos T y

B en bazo.

Evidencias suficientes para decir que el CasNa es una biomolécula que

tiene actividad hematopoyetica in vivo.
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APENDICE

Preparacion del CasNa

El caseinato de sodio (CasNa) (SIGMA. México) se utilizé al 10% (p/v) 0.1g (100
mg.) de CasNa disuelto 1 ml (1000 ul) de agua Milli-Q previamente esterilizado en
autoclave por 20 minutos a una temperatura de 120° y 15 Ib de presion, al igual

que el vehiculo (Agua Milli-Q) se trabajo en las mismas condiciones

Inactivacion del suero fetal bovino (SFB)

El suero fetal bovino SFB (Gibco BRL, USA) congelado se coloca a temperatura
ambiente para su descongelacion, posteriormente se pasa a un bano de agua de
56°C durante 30 minutos, con el propdsito de inactivar proteinas del complemento.
Posteriormente se separan en alicuotas, para su mejor manipulacién. Conservar

en refrigeracion a 4°C.

2.- Preparaciéon de Medio Iscove’s Modified Dubelcco’s (IMDM).

Preparacion en un litro de agua

Iscove’s 17.7 g (un sobre aproximadamente)

Penicilina 0.031 g

NaHCO; 3.024 g

pH 6.9-7.0

esta solucion se esteriliza por medio de una membrana (Millipore) con un diametro

de 0.22 ym. Conservar en refrigeracion a 4°C.

3.- Preparacion del colorante Azul Tripano.

Para las pruebas de viabilidad y conteo celular se empleo una dilucion del
colorante azul tripano (Sigma, Chem, USA) al 0.3% de PBS 1X. Antes de su uso
la dilucion del colorante fue filtrada haciéndose pasar a través de un filtro

Whatman del numero 2. conservar a temperatura ambiente.
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