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RESUMEN 

 

Bajo condiciones normales las células progenitoras hematopoyéticas (HPCs) se 

encuentran en un número bajo en circulación, sin embargo pueden ser 

movilizadas a sangre periférica, incrementando su número,  por citocinas como el 

factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF) o de granulocitos-

macrófagos (GM-CSF). Se ha mostrado   que la hematopoyesis puede ser 

regulada por moléculas diferentes a la familia de las citocinas como el  ácido all-

transretinoico  y las caseínas. El caseinato de sodio (CasNa), una sal derivada de 

la caseína, favorece la migración de granulocitos a cavidad peritoneal así como un 

aumento en los niveles de G-CSF y GM-CSF; además  aumenta la celularidad en 

bazo, un evento que puede involucrar migración de HPCs, sin embargo se 

desconoce si el CasNa induce una movilización de HPCs a sangre  periférica. El 

presente trabajo  muestra el efecto del CasNa, en ratón, sobre la movilización de  

HPCs a torrente sanguíneo.  Los resultados mostraron que el CasNa aumentó el 

número de células mononucleadas  en médula ósea y  bazo. Se mostró también 

que el CasNa aumentó el número de HPCs, 2 veces en bazo y 5 veces en  sangre 

periférica, revelado por la formación de unidades formadoras de colonias (UFCs) 

en un cultivo de metilcelulosa, lo cual sugiere activación de la hematopoyesis 

extramedular y movilización. Las UFCs encontradas en bazo y sangre pertenecen 

al linaje de granulocitos, macrófagos y eritrocitos. Finalmente al determinar el 

inmunofenotipo, mediante citometría de flujo, se encontró que el CasNa, en 

médula ósea, incrementó el porcentaje de la población lin- (negativo), c-kit alto  y 

Sca-1 alto,  mostrando además en bazo y sangre un  aumento en el porcentaje de 

la población lin-, c-kit alto y Sca-1 bajo, un inmunofenotipo similar al de HPCs 

mieloides. Este conjunto de datos sugieren que el CasNa moviliza HPCs a torrente 

sanguíneo y activa  la hematopoyesis extramedular. 
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ABSTRACT 

Under normal conditions the hematopoietic progenitor cells (HPCs) circulate in the 

peripheral blood in very low numbers however they can be mobilized to peripheral 

blood, increasing its number, by cytokines such as the granulocyte-colony 

stimulating factor (G-CSF) or the granulocyte-macrophage- colony stimulating 

factor (GM-CSF). It has been shown that hematopoiesis may be regulated by 

different molecules to the family of cytokines such as all-trans retinoic acid and 

casein.The sodium caseinate (CasNa), a salt derived from casein, promotes the 

migration of granulocytes to the peritoneal cavity as well as an increase in the 

concentrations of  G-CSF and GM-CSF; also increases  the cellularity in spleen, an 

event that may involve migration of HPCs, however it its unknown whether the 

CasNa could mobilize HPCs to the circulation. In this work we showed the effect of 

CasNa, in mice, on the mobilization of HPCs to peripheral blood. The data shown 

that CasNa was increases the number of mononuclear cells in bone marrow and 

spleen. It also was showed that the CasNa increases the number of HPCs, two fold 

in the spleen and five folds in the peripheral blood, as was showed by the 

formation of colony forming units (UFCs), suggesting an induction of 

extramedullary hematopoiesis and mobilization. The UFCs founded in spleen and 

peripheral blood belongs to the lineage of granulocytes, macrophages and 

erythrocytes. Finally to determine the immunophenotype, by flow cytometry, was 

found that CasNa increases the percentage of lin- (negative), c-kit high, Sca-1 

high cell population in the bone marrow, moreover in the spleen and  blood was 

there is an increase in the percentage of the lin-, c-kit high and Sca-1 low cell 

population, a similar  immunophenotype  reported for myeloid HPCs. This data 

pointing that CasNa mobilize HPCs to peripheral blood and promotes the 

extramedullary hematopoiesis. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Hematopoyesis 

 

Células troncales hematopoyéticas 

 

Las células sanguíneas maduras presentes en circulación, realizan distintas 

funciones para el organismo. Los eritrocitos transportan oxígeno, las plaquetas 

intervienen en el proceso de  coagulación sanguínea mientras que los 

granulocitos, monocitos y linfocitos participan en la defensa inmune contra los 

agentes patógenos, sin embargo tienen una vida media finita, por lo que existe la 

necesidad de una constante renovación de células (Bellantuono, 2004). Al 

proceso de generación de células sanguíneas, a partir de una célula troncal 

hematopoyética (HSC, por sus siglas en inglés, hematopoietic stem cell), se le 

conoce como hematopoyesis (Mayani et al., 2007). 

Las HSCs son células muy primitivas, con capacidad de autorenovación, 

constituyen el 0.01-0.005% (1 HSC por cada 1-2 x 104 células) y residen 

principalmente en la médula ósea (Thomas et al., 1999). En su mayoría se 

encuentran en la fase Go del ciclo celular (quiescentes) y se dividen solo para 

mantener el estado normal de la hematopoyesis o  dependiendo de la demanda de 

progenitores en el organismo, ciclan muy lentamente alrededor de 30 días en 

condiciones normales en la médula ósea de ratón (Cheshier et al., 1999). 

Debido  a su potencial de reconstitución las HSCs pueden ser divididas en: células 

troncales hematopoyéticas reconstituyentes a largo plazo (LT-HSCs), capaces de 

autorenovarse indefinidamente durante toda la vida; y células troncales 

hematopoyéticas reconstituyentes a corto plazo (ST-HSCs) que sólo pueden 

autorenovarse durante un intervalo definido de tiempo, alrededor de 4-8 semanas 
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(Weisman, 2000a, 2000b). Las LT-HSCs son mantenidas en estado quiescente o 

ciclan lentamente mientras que las ST-HSCs están activamente ciclando. 

Las HSCs y las células progenitoras hematopoyéticas pueden ser identificadas 

usando marcadores específicos (tabla 1). La mayoría de las estrategias, para 

purificar e identificar HSCs en ratón, giran en torno a la expresión positiva de c-kit 

y Sca-1 y la expresión negativa de Lin (un cóctel de marcadores para células 

hematopoyéticas maduras típicamente B220, CD4, CD8, Gr-1, Mac-1 y Ter119). 

Aunque esta población c-kit+ Lin- Sca-1+ (KLS) se encuentra bastante enriquecida 

en células primitivas con actividad reconstituyente hematopoyética, también 

contiene células progenitoras hematopoyéticas. Aproximadamente solo el 10% de 

las células KLS son HSC-LT capaces de reconstituir el compartimento de un ratón 

letalmente irradiado (Challen et al., 2009).  

C-kit es un receptor tirosina cinasa tipo III, su papel está asociado al 

mantenimiento y  sobrevivencia de HSCs y células mast, es expresado en HSCs, 

células progenitoras mieloides, células dendríticas, células mast, células pro-B y  

pro-T pero se pierde en la diferenciación de  las células B y T por lo que c-kit es 

utilizado en conjunto con otros marcadores como Sca-1 y Lin para la identificación 

de células troncales/progenitoras hematopoyéticas (HSPCs) (Ray et al., 2008).  

Sca-1 es una proteína de superficie celular anclada al fosfatidil-inositol glicosil, 

pertenece  a la familia del gen Ly6, su función es desconocida, es expresado 

principalmente en HSCs de ratón, linfocitos T maduros y otros tipos celulares de 

origen hematopoyético distinto. Sca-1 es usado rutinariamente en combinación 

con otros marcadores para el enriquecimiento de HSCs de ratón (Holmes & 

Stanford, 2007).  
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Inmunofenotipo Tipo de célula 

KLS HSC y HPC 

SP
KLS

 HSC-LT 

Flk-2- CD34- KLS HSC-LT 

CD150+ CD48-  CD41- KLS HSC-LT 

CD45
mid

 Lin- Rodamina
low 

SP HSC-LT 

Flk2+ CD34+ KLS HSCs-ST y progenitor multipotente 

Lin- IL-7r+ c-kit+ Sca-1+ CLP 

Lin- IL-7r -  c-kit+ Sca-1- Progenitores mieloides 

Lin- IL-7r -  c-kit+ Sca-1- CD34+ CD16/32- CMP 

Lin- IL-7r -  c-kit+ Sca-1- CD34-  CD16/32- MEP 

Lin- IL-7r -  c-kit+ Sca-1- CD34+ CD16/32+ GMP 

 

Tabla 1. Marcadores de superficie celular de varias poblaciones de células troncales y progenitoras 

hematopoyéticas en ratón. KLS (c-kit, Lin y Sca-1), marcadores de células troncales/progenitoras  

hematopoyéticas; c-kit, receptor del SCF; Sca-1, antígeno de células troncales de ratón; Lin, cóctel de 

marcadores de células maduras sanguíneas; SP, población de lado; Flk-2, receptor del ligando Flt-3; 

CD34,  marcador de células troncales; CD150, CD48, CD41, marcadores de la familia de activación de 

la señalización de linfocitos (SLAM); CD45, marcador común de células sanguíneas excepto eritrocitos 

y plaquetas; rodamina, colorante que las HSCs pueden efluir;  IL-7r receptor de la IL-7; CD16/32, 

receptor de  Fc II y Fc III respectivamente; HSC, célula troncal hematopoyética; HPC, célula 

progenitora hematopoyética; HS C-LT, célula troncal hematopoyética reconstituyente a largo plazo; 

HSC-ST, célula reconstituyente a corto plazo; CLP, progenitor linfoide común; CMP, progenitor 

mieloide común; MEP, progenitor eritroide-megacariocítico; GMP, progenitor de granulocito-

macrófagos. Tomado de Challen et al., 2009. 
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Células progenitoras hematopoyéticas 

 

La progenie inmediata de las HSCs son las células progenitoras hematopoyéticas 

(HPCs),  una población intermedia entre las células troncales y las células 

maduras sanguíneas, poseen una capacidad proliferativa limitada y un alto 

potencial de diferenciación (Mayani, 2003). Representan el 0.1% de las células 

totales en la médula ósea y su función principal es incrementar los números de 

células maduras (Bellantuono, 2004).  

Existen distintas HPCs dependiendo del linaje. La primer progenie de las HSC son 

los progenitores multipotentes (MPPs) (Adolfsson et al., 2001). De la 

diferenciación de los MPP descienden los progenitores mieloides comunes (CMP) 

y los progenitores linfoides comunes (CLP) (Hao et al., 2001; Kondo et al., 1997; 

Manz et al., 2002). A su vez de los CMP se originan  los progenitores de 

eritrocitos y megacariocitos (MEP) y los progenitores de  granulocitos-macrófagos 

(GMP).  Los CLP darán origen sólo a linfocitos B, T y células llamadas asesinas 

naturales (NKs). Ambos, CMPs y CLPs pueden dar origen a las células 

dendríticas (Traver et al., 2000; Manz et al., 2001).  Todas estas poblaciones de 

HPCs son separables como poblaciones puras empleando marcadores de 

superficie y se ha demostrado que carecen de  actividad autorenovadora después 

de un transplante (Na Nakorn et al., 2002). Cuando las HPCs  son estimuladas 

apropiadamente forman colonias en medios de cultivo semisólidos, a las que 

normalmente se les denominan unidades formadoras de colonias (UFCs), estas 

pueden ser de: granulocitos (UFC-G), basófilos (UFC-Ba), eosinófilos (UFC-Eo), 

macrófagos (UFC-M),  granulocito-macrófagos (UFC-GM), eritrocitos (UFC-E), 

megacariocitos (UFC-Mk),   células B (UFC-preB), y células dendríticas  (UFC-Dc) 

(Akashi et al., 2000). Todas las HPCs anteriores son células que darán origen a 

las células sanguíneas maduras presentes en circulación. De esta manera la 

jerarquización del origen de las células hematopoyéticas es representada en la 

Figura 1. 
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Cascada hematopoyética 

 

 

Figura 1. Jerarquía de las células hematopoyéticas. LT-HSCs, células troncales 

reconstituyentes a largo plazo; ST-HSCs, células troncales reconstituyentes a corto plazo; 

MPP, progenitores multipotentes; CMP, progenitores mieloides comunes; CLP, progenitores 

linfoides comunes; MEP, progenitores megacariocitos-eritrocitos; GMP, progenitores 

granulocitos-macrófagos. Tomado y modificado de Passegue et al., 2003.  
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Microambiente hematopoyético y citocinas 

 

Las células troncales mesenquimales (MSCs) son otro tipo de células que también 

residen en  la médula ósea y se ha propuesto que dan origen a la mayoría de los 

linajes de células estromales incluyendo condrocitos, osteoblastos, fibroblastos, 

adipocitos, células endoteliales y miocitos, demostrado in vitro y parcialmente in 

vivo (Wang et al., 2006, Mugurama et al., 2006). Las células estromales en 

cooperación con las células hematopoyéticas crean un ambiente particular 

produciendo citocinas y componentes de la matriz extracelular (ME) (colágeno I-

VI, fibronectina, tenascina, laminina, trombospondina, proteoglicanos, 

moléculas de adhesión como: integrinas, cadherinas, selectinas). Estos 

elementos en conjunto  proveen un sistema de soporte estructural y funcional 

denominado microambiente hematopoyético donde las células hematopoyéticas 

pueden proliferar, diferenciarse, migrar e incluso sufrir apoptosis (Prosper & 

Verfaillie, 2001) (Figura 2). 
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Microambiente hematopoyético 

 

 

 

 

Figura 2. Miicroambiente hematopoyético. Dentro de la médula ósea se encuentran las 

células hematopoyéticas y estromales quienes  secretan citocinas y moléculas de la ME, las 

citocinas pueden estar presentes en forma de unión a la célula, unidas a la ME o en 

solución, todos estos elementos en conjunto proveen un sistema de soporte para apoyar y 

regular la proliferación, diferenciación, migración y muerte de las células hematopoyéticas 

así como la autorenovación y quiescencia  de las HSCs en nichos específicos.  Tomado de 

Mayani et al., 2007.  
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Las citocinas,  son moléculas de naturaleza proteica que  actúan a través de la 

unión a receptores específicos  de membrana activando una gran variedad de 

rutas de señalización implicadas en la proliferación, maduración, autorenovación o 

muerte celular. Por su efecto biológico y características moleculares las citocinas 

se han dividido en: factores de crecimiento, factores estimuladores de colonias 

(CSFs), interferones, interleucinas (ILs) y quimiocinas (Davis et al., 1996; Aguirre 

de Avalos, 2002).  Estas moléculas presentan retro-regulaciones positivas y 

negativas entre sí y por lo general actúan en conjunto con otras citocinas, las 

cuales pueden  ser producidas por la misma célula o células vecinas (Sachs, 

1996).  

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, entre ellas las ILs: IL-1a, IL-1b, IL-2, IL-7, IL-10, IL-13, 

entre otras (Metcalf, 1998).  

Las citocinas pueden ser expresadas en la membrana de las células o encontrarse 

solubles en el medio extracelular,  y actúan en una manera paracrina, yuxtacrina o 

autócrina.  Los CSFs  han sido ampliamente estudiados y se ha mostrado que son  

esenciales para el desarrollo de los distintos tipos de células sanguíneas. Ellos 

incluyen al factor estimulador de colonias de macrófagos (M-CSF), granulocitos 

(G-CSF), granulocitos y macrófagos (GM-CSF) y el factor estimulador de colonias-

multi mejor conocido como IL-3. Las citocinas muestran un efecto pleiotrópico ya 

que exhiben una amplia variedad de funciones biológicas sobre varios tejidos y 

células ejerciendo funciones similares. En general regulan la sobrevivencia, 

proliferación, diferenciación, quimiotaxis, degranulación, activación, adhesión, 

citotoxicidad e incluso cambios de fenotipo en las células hematopoyéticas 

(Barreda et al., 2004). 
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Para que los citocinas puedan ejercer sus efectos deben unirse a receptores 

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

como consecuencia  el desencadenamiento de señales intracelulares  a través de 

la activación de tirosinas cinasas, dando como resultado final la activación celular 

y una determinada respuesta biológica. La familia Janus de tirosinas cinasas 

(JAKs) y los transductores de señales y activadores de la transcripción  (STATs) 

son proteínas intracelulares que están secuencialmente activadas durante la 

señalización en los receptores de citocinas. La integración de estos estímulos 

intracelulares e extracelulares a través de una compleja red de rutas reguladoras 

culmina en una respuesta general,  la expresión de genes específicos y por 

consiguiente la expresión de proteínas específicas (Ihle & Kerr, 1995). 

A nivel estructural básico, muchos receptores de citocinas consisten de un 

complejo multisubunidad: una subunidad específica de unión al ligando y una 

subunidad de transducción de señales. En general el dominio extracelular  

comprende aproximadamente 210 aminoácidos y contiene uno o más residuos de 

cisteína conservados (C). En adición, una segunda secuencia, conservada de 

triptófano-serina-X-triptofano-serina (W-S-X-W-S), donde X se refiere a cualquier 

residuo de aminoácido no conservado, está presente  en el extremo C. Aunque los 

receptores de citocinas hematopoyéticos se encuentran agrupados juntos , debido 

a la presencia de motivos compartidos dentro de sus dominios extracelulares, ellos 

pueden ser subdivididos en familias basados sobre el número de subunidades y/o 

la presencia de una o más subunidades compartidas. Los principales subtipos de 

receptores de citocinas son 1) aquellos que señalizan a través de gp130 o una 

subunidad relacionada a gp130, 2) aquellos que señalizan a través de una cadena 

c común y subunidades a y/o b de unión al ligando, 3) aquellos que señalizan a 

través de una cadena simple, 4) aquellos que señalizan a través de dos o más 

subunidades y 5) aquellos que señalizan a través de la subunidad gp140y una 

subunidad  de unión al ligando (Baker et al., 2007) (Figura 3). 
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Receptores de citocinas 

 

 

 

Figura 3. Familias de receptores de citocinas. De acuerdo al número de sub -unidades y/o la 

presencia de una o más sub-unidades compartidas los receptores se dividen en: receptores 

de cadena simple; receptores con sub-unidad gp130 o sub-unidad relacionada a gp130; 

receptores con la sub-unidad gp140y una sub-unidad  de unión al ligando; receptores 

con sub-unidad cadena  común y sub-unidades  y/o  de unión al ligando; receptores con 

dos o más sub-unidades diferentes. Tomado y modificado de Baker et al., 2007. 
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Nichos de células troncales hematopoyéticas 

 

Las HSCs persisten a lo largo de toda la vida y dinámicamente regulan sus 

números  mediante una autorenovación que depende de mecanismos celulares 

intrínsecos y extrínsecos. Se piensa que las HSCs residen dentro de nichos, sitios 

específicos dentro de la médula ósea con microambientes especializados, creado 

por células estromales que producen citocinas y que además proveen señales 

para  su sobrevivencia, autorenovación, migración, quiescencia y diferenciación. 

Un modelo sugiere la existencia de dos nichos. Se ha reportado que dentro de la 

médula ósea muchas HSCs residen cerca de la superficie endosteal, la cual se 

encuentra cubierta por una capa de células llamadas osteoblastos, sugiriendo así 

la existencia de un nicho osteoblástico donde las HSCs se encuentran ancladas 

en un estado quiescente (G0). Por otra parte se sabe que la circulación de HSCs 

implica que salgan de  la médula ósea y entren a torrente sanguíneo 

(movilización) y después regresen a la médula (homing). La estructura vascular 

de médula ósea provee una barrera entre el compartimiento hematopoyético y la 

circulación periférica. Muchas HSCs permanecen  quiescentes en el nicho 

osteoblástico sin embargo una porción deja este nicho e inicia el proceso de 

movilización. Estas observaciones sugieren que las células endoteliales 

sinusoidales tienen el potencial de actuar como un nicho alternativo, llamado 

nicho vascular,  promoviendo la proliferación y diferenciación de las HSCs. 

Ambos nichos desempeñan importantes papeles en regular el proceso de  la 

hematopoyesis. Un modelo propuesto sugiere que las HSCs dejan el nicho 

osteoblástico, donde se encuentran ancladas y en quiescencia, movilizándose al 

nicho vascular, donde son inducidas a proliferar y diferenciarse, entrando a la 

circulación sanguínea atravesando la barrera endotelial (Yin & Li, 2006; Kiel & 

Morrison, 2008). 
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Hematopoyesis extramedular 

 

En la etapa adulta la médula ósea es el principal sitio hematopoyético.  Cuando 

elementos de médula ósea benignos son encontrados en un número incrementado 

en el bazo se le conoce como hematopoyesis extramedular (HE). De manera 

normal la HE se lleva a cabo en ratones aunque en una menor proporción. En la 

etapa adulta siempre hay un pequeño número de elementos hematopoyéticos 

maduros en bazo. Al parecer estas células son derivadas de HSC y/o HPCs 

circulantes que toman lugar y sufren diferenciación terminal o son elementos 

circulantes maduros que fueron atrapados dentro del bazo o quizás una 

combinación de ambos eventos. El proceso de HE se puede explicar 

probablemente porque el microambiente estromal en bazo es lo suficientemente 

similar al de  la médula ósea, lo cual permite el desarrollo de la hematopoyesis 

(O’Malley et al., 2005; Brendolan et al., 2007).   
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Movilización de células troncales y progenitoras hematopoyéticas  

 

Bajo el estado de equilibrio las HSPCs residen en la médula ósea y circulan en la 

sangre periférica en números muy bajos (0.01-0.05%) El número de HSPCs en 

circulación puede ser significativamente incrementado en respuesta a diferentes 

estímulos, incluyendo citocinas y/o quimioterapia y señales de estrés  

(Greenbaum & Link, 2010). Al reclutamiento de  HSPCs desde la médula ósea a 

sangre periférica después de un tratamiento con citocinas y/o quimioterapia se le 

conoce como movilización (Lemoli & D’Addio, 2008; Lapidot & Kollet, 2010). 

Condiciones de estrés tales como sangrado, daño e inflamación del tejido 

hematopoyético y no hematopoyético amplifican e intensifican el proceso de 

movilización. Las HSPCs son utilizadas en transplantes autólogos y alogénicos o 

después de quimioterapia o radioterapia,  estas células  son capaces de llegar a la 

médula ósea y reconstituir la hematopoyesis.  

Las HSCs se encuentran en la médula ósea en un microambiente, tridimensional 

altamente organizado, compuesto de una población diversa de células estromales, 

osteoblastos y osteoclastos, en una matriz extracelular rica en fibronectina, 

colágenos y proteoglicanos. Un número de moléculas de adhesión de células 

troncales están potencialmente implicadas en anclar las células troncales al 

microambiente de médula ósea. Estas incluyen al receptor CXC4 (CXCR4), el 

antígeno asociado a la función del leucocito, el antígeno muy tardío-4, c-kit, CD44 

y Mac-1. En contraparte el estroma de la médula ósea expresa ligandos para 

estas moléculas de adhesión incluyendo al factor derivado de células estromales-1 

(SDF-1), la molécula de adhesión de célula vascular, el factor estimulador de 

células troncales (SCF), CD62 y el ácido hialurónico. La interrupción de las 

interacciones entre las moléculas de adhesión y sus ligandos por citocinas es la 

base para la movilización de células troncales (Pusic & DiPersio, 2008).     
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La movilización de HSPCs ha sido inducida clínicamente en humanos o 

experimentalmente en ratones para transplantes clínicos (Nervi et al., 2006). Un 

gran número de factores de crecimiento hematopoyéticos, ciertas quimiocinas y 

algunos agentes quimioterapéuticos pueden inducir movilización de HSPCs sin 

embargo las únicas citocinas aprobadas por la FDA (food and drug 

administration) son: el  G-CSF (Filgrastim) y el GM-CSF (Sargramostim) 

(Pusic & DiPersio, 2008).  

Como único agente el G-CSF  moviliza más HSCs que GM-CSF, y su combinación 

no aumenta significativamente el número de células troncales además los efectos 

secundarios son generados en menor grado. A pesar de existir otros agentes 

movilizadores, G-CSF es el agente  predominante utilizado en la clínica. No 

obstante se ha observado una pobre movilización de HSPCs en el 25% de los 

pacientes, particularmente en aquellos con linfomas, mieloma múltiple y leucemia 

aguda y en el 10-20% de individuos normales (Pelus, 2008).  

Recientemente se ha reportado un nuevo agente movilizador llamado AMD3100  

(Plerixaflor, Mozobil), un derivado biciclico antagonista de CXCR4, que 

actualmente se utiliza en combinación con el G-CSF para movilizar HSPCs 

cuando el G-CSF  no funciona,  en 2008 fue autorizado por la FDA (Kessans et 

al., 2010). Sin embargo aun continua la búsqueda de nuevos agentes 

movilizadores que puedan funcionar en aquellos individuos donde G-CSF 

inicialmente falló.  
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Caseínas y hematopoyesis 

 

En los últimos años se han reportado algunas moléculas con capacidad semejante 

a las citocinas, capaces de regular la hematopoyesis como: el ácido all-

transretinoico (ATRA), ampliamente utilizado en la leucemia promielocítica aguda 

(Fenaux et al., 2001, 2007)  y algunos componentes de la leche bovina como por 

ejemplo la caseína  (Ramos et al., 2004, 2008). 

Desde hace más de una década el interés en la investigación ha sido enfocado en 

identificar componentes biológicamente activos dentro de la leche bovina que  

regulan al sistema inmune (Wong & Watson, 1995). La leche bovina contiene una 

gran cantidad de proteínas (caseínas, -lactoglobulina, -lactoalbúmina, 

lactoferrina y lactoperoxidasa),  dentro de las cuales las caseínas son las 

principales (75-80 %) (Meisel, 1997). La caseína, con una baja solubilidad en 

agua,  se encuentra en forma de micelas compuestas por cuatro clases de 

cadenas polipeptídicas designadas -s1caseína, -s2 caseína,  -caseína y -

caseína,  puede ser diluida en un álcali a pH 6.6 produciendo derivados, altamente 

solubles en agua, conocidos como caseinatos. El caseinato de sodio (CasNa) se 

obtiene disolviendo caseína en hidróxido de sodio y posteriormente la solución es  

sometida a una evaporación, con lo cual se obtiene un polvo blanco sin sabor, ni 

olor, soluble en agua y que además contiene un 65 % de proteínas (Walstra & 

Jenneis, 1984).  

Por otra parte se ha reportado que la inyección de  CasNa o  caseína, vía 

intraperitoneal, en ratones, induce la migración de  granulocitos a cavidad 

peritoneal, así como un aumento de G-CSF,  GM-CSF (conocidas citocinas 

movilizadoras) y M-CSF (Metcalf et al.,  1996; Lotem & Sachs, 1985). 

 



21 

 

Datos del grupo de trabajo han mostrado que la inyección de CasNa vía 

intraperitoneal en ratones BALB/c, aumenta el número de células MN en médula 

ósea (Martínez, 2006; Silvestre, 2007), así como un aumento en el tamaño, peso 

y celularidad de  bazo, parámetros que sugieren activación de la hematopoyesis 

extramedular (Lagunes, 2004; Domínguez, 2007), lo cual puede involucrar 

migración de HSCs o HPCs (O’Malley et al., 2005). Este grupo de datos nos 

hacen  pensar que quizás el CasNa  podría movilizar HPCs a torrente sanguíneo. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Bajo el estado de equilibrio las HSPCs residen en la médula ósea y circulan en la 

sangre periférica en números muy bajos, este número de células circulantes 

puede ser significativamente incrementado movilizándolas desde la médula ósea 

con citocinas y/o quimioterapia (Lemoli & D’Addio, 2008; Lapidot & Kollet, 

2010). En la actualidad algunas citocinas como el G-CSF y el GM-CSF son 

utilizadas clínicamente para movilizar HSPCs a sangre periférica (Pusic & 

DiPersio, 2008).  

Datos de nuestro laboratorio muestran que la inyección de CasNa,  vía 

intraperitoneal en ratones, aumenta el número de células MN en bazo (Lagunes, 

2004; Domínguez, 2007), un evento que puede implicar migración de HSCs o 

HPCs (O’malley et al., 2005); además se ha reportado que induce una migración 

de granulocitos a cavidad peritoneal así como un aumento en los niveles de G-

CSF y GM-CSF (Metcalf et al., 1996) sin embargo se desconoce si la inyección 

de CasNa tendrá la capacidad para movilizar HPCs a torrente sanguíneo.     
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HIPÓTESIS 

 

El CasNa activa la hematopoyesis en médula ósea y posiblemente la 

hematopoyesis extramedular en bazo, un evento que podría implicar movilización 

de células progenitoras hematopoyéticas. Considerando además que el CasNa 

induce migración de granulocitos a cavidad peritoneal y aumenta los niveles de G-

CSF y GM-CSF (conocidos movilizadores), se espera que promueva la 

movilización de células progenitoras hematopoyéticas a sangre periférica en un 

modelo de ratón.  
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OBJETIVOS 

 

Objetivo general 

 

Evaluar el efecto del CasNa sobre la movilización de células progenitoras 

hematopoyéticas. 

 

Objetivos particulares 

 

.- Evaluar el número de células MN en médula ósea, bazo y sangre periférica de 

ratones tratados con o sin CasNa. 

.- Evaluar   el número de células progenitoras hematopoyéticas en médula ósea, 

bazo y sangre periférica de ratones tratados con o sin  CasNa. 

.- Determinar el inmunofenotipo de las células MN obtenidas de la  médula ósea, 

bazo y sangre periférica de ratones tratados con o sin CasNa. 
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MATERIAL Y MÉTODO 

 

Tratamiento de los ratones y aislamiento de las células MN 

 

Ratones hembra BALB/c (n=12), obtenidas del bioterio de la Facultad de Estudios 

Superiores  Zaragoza, de 2-3 meses de edad fueron mantenidas con alimento y 

agua en condiciones ad libitum. Como previamente lo había hecho Lagunes en el 

2004, dos  ratones   fueron  inyectados, vía intraperitoneal, cada 48 h durante 6 

días con  sólo 1 ml de solución inyectable, vehículo (Veh) y dos más con  1 ml de 

CasNa (Spectrum, New Brunswick, NJ) (0.1g/ml en agua milli-Q),  24 h después 

de la última inyección  los animales fueron anestesiados con éter, se obtuvo la 

sangre del plexo axilar, cuando murieron se obtuvieron fémures y bazo, 

posteriormente se aislaron las células MN mediante un método de gradiente de 

densidad empleando ficoll (=1.077g/ml) (Sigma-Aldrich, St Louis, Mo). 

 

 

Evaluación del número y viabilidad celular  

 

Después de obtener las células MN  se evaluó el número celular  realizando un 

conteo en el hemocitómetro  bajo el microscopio a 10 X. Para evaluar la viabilidad 

se utilizó  una prueba de exclusión al azul tripano  (Sigma, St Louis, Mo) la cual 

consistió en tomar una muestra de células adicionándoles el colorante  en  una 

proporción 1:1 para finalmente contar las células vivas y muertas (teñidas con azul 

tripano) obteniendo así el porcentaje de viabilidad.  
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Determinación del índice esplénico 

 

Antes del sacrificio los ratones fueron pesados y el valor fue registrado. Después 

de extraer el bazo fue  pesado y con estos datos se calculó el  índice esplénico 

con la siguiente fórmula.  

 

Índice esplénico =  Peso del bazo   

                                 Peso del ratón   

 

 

 

Evaluación de HPCs  

 

Para evaluar el número de HPCs en  médula ósea, bazo y sangre periférica, las 

células MN aisladas de ratones inyectados con CasNa o Veh fueron cultivadas, en 

cajas petri de 35 mm x 10 mm (Corning, NY, USA), a una densidad de 3 x 104 

cél/ml (médula ósea) y 3 x 105 cél/ml (bazo y sangre periférica), en un medio 

semisólido (Methocult; Stem Cell Tecnologies, Vancouver, BC, Canadá),  el cual 

contenía un cóctel de factores de crecimiento, tales como: factor estimulador de 

células tallo recombinante de ratón  (rmSCF), interleucina-3 recombinante de 

ratón  (rmIL-3), interleucina-6 recombinante humana (rhIL-6) y eritropoyetina 

recombinante humana (rhEpo). Los cultivos fueron mantenidos  a una 

temperatura de 37°C, 5 % de CO2 y humedad a punto de rocío durante 12 días 

para médula ósea y 14 días para bazo y sangre periférica. Al término de los 

cultivos se evaluó el número de UFCs mediante un conteo bajo el microscopio a 

10 X. El criterio considerado para determinar el linaje de cada colonia fue de 

acuerdo a lo descrito en el manual “ensayos para células formadoras de colonias 

de ratón usando methocult” (Methocult; Stem Cell Tecnologies, Vancouver, BC, 

Canadá).  
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Determinación del inmunofenotipo de células MN 

 

Después de aislar las células MN de médula ósea, bazo y sangre periférica se 

tiñeron con  los siguientes anticuerpos: sólo anti c-kit (clona 2B8) conjugado con 

ficoeritrina (PE) (eBioscience, San Diego, CA, USA) y anti Sca-1(clona D7) 

conjugado con aloficocianina (APC) (eBioscience) o c-kit y Sca-1 más un cóctel 

de anticuerpos del linaje hematopoyético (lin)  biotinilados [CD3 (clona 145-

2C11), CD45R/B220 (clona RA3-6B2), CD11b (clona M1/70), TER-119, Ly-6G 

(clona RB6-8C5)] (eBioscience) más estreptavidina  conjugada con el complejo 

proteína clorofila peridinina-Cy5.5 (PerCP-Cy5.5)  (eBioscience).  El exceso de 

anticuerpos fue removido mediante lavados con PBA, por último las células fueron 

fijadas con paraformaldehído. El análisis se  llevo a cabo en un citómetro de flujo 

FACScalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) con el software BD Cell 

Quest Pro v.5.1.1. (Becton Dickinson). Se leyeron 5 x 105 eventos para cada 

muestra. El análisis de los datos  se realizó a partir de la región linfo-mieloide, 

determinada por la granularidad y tamaño de cada muestra, enseguida se evaluó 

la expresión del marcador  lin, tomando la  región negativa,  posteriormente se 

evaluó la doble expresión de c-kit y Sca-1. En un ensayo similar al anterior se 

evaluó la expresión de c-kit y Sca-1, con la única diferencia que no se usó el 

marcador lin.    

 

 
Manejo de datos 

 

En el presente estudio se realizaron al menos tres experimentos por separado. 

Los datos se presentaron como la media ± la desviación estándar. Para observar  

diferencias significativas entre  los datos se empleó una prueba T de student 

(p<0.05) mediante el paquete estadístico SPSS 17.0. 
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RESULTADOS 

 

El CasNa aumenta el número de células mononucleadas en médula ósea y bazo 

sin afectar la viabilidad. 

 

Ratones BALB/c fueron inyectados con 1 ml de CasNa (0.1g/ml) o 1 ml de solución 

inyectable (Veh) por vía  intraperitoneal cada 48 h durante 6 días, al séptimo día los 

ratones fueron sacrificados para obtener las células de médula ósea, bazo y sangre 

periférica, las células mononucleadas (MN) fueron separadas por un gradiente de 

densidad,  se evaluó el número por conteo celular y la viabilidad mediante  exclusión al 

azul tripano. Los resultados muestran que en los ratones tratados con CasNa, existe un 

aumento significativo en el número de células MN de médula ósea (Figura 4A) y de 

bazo (Figura 4B) en comparación con los ratones Veh. En sangre periférica se observó 

la misma tendencia aunque el aumento no es significativo (Figura  4C). La viabilidad de 

las células MN provenientes de los tres tejidos, independientemente del tratamiento, es 

mayor al 90 % (Figura 5A, B y C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



29 
 

 

Figura 4. Número  de células MN. (A) médula ósea, (B) bazo y (C) sangre periférica. Veh, ratones 
inyectados con 1 ml de  solución inyectable; CasNa, ratones inyectados con 1 ml de CasNa 

(0.1g/ml), n=12. *Diferencia significativa con respecto al Veh (P<0.05).  Los valores reportados para 
médula, bazo y sangre se obtuvieron a partir de un pool de 4 fémures, dos bazos y 0.7ml de 
sangre para cada condición.  
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Figura 5. Porcentaje de viabilidad de células MN. (A) médula ósea, (B) bazo y (C) sangre periférica. 
Veh, ratones inyectados con 1 ml de solución inyectable; CasNa, ratones inyectados con 1ml de 

CasNa (0.1g/ml), n=12. *Diferencia significativa con respecto al Veh (P<0.05).  
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El índice esplénico se aumenta en ratones tratados con CasNa 

 

Después de sacrificar a los ratones y al momento de obtener el bazo, se observó un 

aumento en el tamaño del bazo de aquellos ratones tratados con CasNa comparado 

con los ratones Veh. Al determinar el tamaño, peso e índice esplénico (peso del 

bazo/peso del ratón) se observó un aumento significativo de casi dos veces, de estos 

parámetros, en aquellos ratones inyectados con CasNa en comparación con los ratones 

Veh (Tabla 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tratamiento de ratones Índice esplénico 

Vehículo 0.00476 +  0.0003 

CasNa   0.00877 + 0.0006 * 

 

Tabla 2. Índice esplénico.  Veh, ratones inyectados con 1 ml de solución inyectable; CasNa, 
ratones inyectados con 1 ml de CasNa (0.1g/ml), n=12. *Diferencia significativa con respecto al 

Veh (P<0.05). 
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El CasNa aumenta el número de células progenitoras en bazo y sangre periférica. 

 

Con la finalidad de observar si el CasNa además de aumentar el número de células MN 

también aumentaba el número de células progenitoras decidimos evaluar su potencial 

para formar colonias. Las células de los tres tejidos  fueron cultivadas en meti lcelulosa 

suplementado con citocinas [factor estimulador de células tallo recombinante de ratón  

(rmSCF), interleucina-3 recombinante de ratón (rmIL-3), interleucina-6 recombinante 

humana (rhIL-6) y eritropoyetina recombinante humana (rhEpo)],  durante 11 días para 

médula ósea (3 x 104cél/ml) y 14 días para bazo y sangre periférica (3 x 105 cél/ml). Al 

contar el número de unidades formadoras de colonias (UFCs), no se observaron 

diferencias significativas en médula ósea de ratones tratados con CasNa respecto a los 

ratones Veh sin embargo cuando analizamos los  diferentes tipos de colonias 

observamos que había un aumento significativo en el número de colonias de 

granulocitos (Figura 6A). En el bazo de ratones tratados con CasNa se observó un 

incremento de casi el doble en el número de colonias totales  y un importante aumento 

en las colonias de macrófagos en comparación a los ratones Veh (Figura 6B). Por 

último, el  CasNa, en sangre periférica indujo un aumento de 6 veces en el número de 

colonias  totales, mientras que  las UFCs de granulocitos, macrófagos y eritrocitos 

también aumentaron significativamente con respecto a las colonias de la sangre de 

ratones Veh (Figura 6C).  
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Figura 6. Número  de UFCs. (A) médula ósea, (B) bazo  y (C) sangre periférica. Veh, ratones 

inyectados con 1 ml de solución inyectable; CasNa, ratones inyectados con 1 ml de CasNa 
(0.1g/ml), n=12. *Diferencia significativa con respecto al Veh (P<0.05).  
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La población Lin-, Sca-1 bajo y c-kit alto se incrementa en el bazo y sangre 

periférica de ratones tratados con CasNa. 

 

Una vez que evaluamos la presencia de  células progenitoras en médula ósea, bazo y 

sangre periférica,  se procedió a evaluar su inmunofenotipo mediante la expresión de 

antígenos de superficie específicos para células progenitoras hematopoyéticas.  Las 

células MN fueron fijadas y teñidas con anti-Lin, anti-Sca-1 y  anti-c-kit. En cada tejido 

se eligió, a partir de la granularidad y tamaño, una región linfomieloide,  posteriormente 

se evaluó la expresión de Lin, enseguida se eligió la región negativa y después se 

evaluó la doble expresión de Sca-1 y c-kit, a esta nueva población se le dividió en 

regiones  y por último se determinó el porcentaje de células positivas en cada región 

seleccionada. En médula ósea observamos que el CasNa aumentó 2.2 veces la 

población Lin– (negativo), Sca-1 alto/c-kit alto (región 7, 1.32%) comparado con ratones 

Veh (región 7, 0.58%) (Figura 7). En bazo se observó  con CasNa un aumento de 2.3 

veces en la población Lin-,  Sca-1 alto/c-kit- (región 3, 12.83%) con respecto al Veh 

(región 3, 5.42%) y un incremento de 3.5 veces en la población Lin-, Sca-1 bajo/c-kit 

alto (región 6, 1.98%) en comparación con el Veh (región 6, 0.56%)  (Figura 8). 

Mientras  que en sangre periférica se observó con CasNa un  incremento de casi el 

doble en la población Lin-, Sca-1 bajo/c-kit alto (región 5, 0.25%) con respecto al Veh 

(región 5, 0.14%) (Figura 9). 
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Figura 7. Expresión de Lin, Sca-1 y c-kit en células MN de médula ósea. A partir de la granularidad 
y tamaño, de la población total, se eligió una región linfomieloide, enseguida  se evaluó la 

positividad para Lin, se determinó la región negativa para Lin y posteriormente se evaluó la doble 
positividad para Sca-1 y c-kit, finalmente se determinaron regiones en esta nueva población y se 
obtuvieron los porcentajes correspondientes.  Veh, ratones inyectados con 1 ml de  solución 

inyectable; CasNa, ratones inyectados con 1 ml de CasNa (0.1g/ml), n=12.  
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Figura 8. Expresión de Lin, Sca-1 y c-kit en células MN de bazo. A partir de la granularidad y 
tamaño, de la población total, se eligió una región linfomieloide, enseguida se evaluó la 
positividad para Lin, se determinó la región negativa para Lin y posteriormente se evaluó la doble 

positividad para Sca-1 y c-kit, finalmente se determinaron regiones en esta nueva población y se 
obtuvieron los porcentajes correspondientes.  Veh, ratones inyectados con 1 ml de  solución 
inyectable; CasNa, ratones inyectados con 1 ml de CasNa (0.1g/ml), n=12.  
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Figura 9. Expresión de Lin, Sca-1 y c-kit en células MN de sangre periférica. A partir de la 

granularidad y tamaño, de la población total, se eligió una región linfomieloide, enseguida se 
evaluó la positividad para Lin, se determinó la región negativa para Lin y posteriormente se evaluó 
la doble positividad para Sca-1 y c-kit, finalmente se determinaron regiones en esta nueva 

población y se obtuvieron los porcentajes correspondientes.  Veh, ratones inyectados con 1 ml de  
solución inyectable; CasNa, ratones inyectados con 1 ml de CasNa (0.1g/ml), n=12. 
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La población Sca-1 bajo y c-kit alto se incrementa en el bazo y sangre de ratones 
tratados con CasNa 

 

Después de evaluar  la expresión de Lin, Sca-1 y c-kit en las células MN de los tres 

tejidos, realizamos otro experimento, similar al anterior, omitiendo ahora el marcador 

Lin. De igual manera para los tres tejidos se escogió la región linfomieloide, a partir de 

la granularidad y tamaño, después se evaluó la doble positividad para Sca-1 y c-kit, la 

población fue dividida en regiones  y posteriormente se determinó  el porcentaje de 

células positivas en cada región seleccionada. . Los resultados muestran que en la 

médula ósea de ratones tratados con CasNa existe  un aumento de casi tres veces en 

el porcentaje de células Sca-1 alto/c-kit alto (región 6, 0.44%) con respecto a los 

ratones Veh (región 6, 0.15%) (Figura 10). En bazo con CasNa se muestra un aumento 

de 1.2 veces en las células Sca-1 alto/c-kit- (región 2, 2.43%) en comparación con el 

Veh (región 2, 1.89%) y un aumento de casi 4 veces de la población Sca-1 bajo/c-kit 

alto (región 5, 1.45%) con respecto al Veh (región 5, 0.37%) (Figura 11). Finalmente en 

sangre periférica se observa un importante  incremento de 5 veces en la población Sca-

1 bajo/c-kit alto (región 4, 1.11%) comparado con los ratones Veh (región 4, 0.22%) 

(Figura 12).  
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Figura 10. Expresión de Sca-1 y c-kit en células MN de médula ósea. A partir de la granularidad y tamaño de 
la población total se eligió una región linfomieloide, enseguida se evaluó la doble positividad para Sca -1 y c-
kit, finalmente se determinaron regiones y se obtuvieron los porcentajes correspondientes.  Veh, ratones 
inyectados con 1 ml de  solución inyectable; CasNa, ratones inyectados con 1 ml de CasNa (0.1g/ml), n=12. 
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Figura 11. Expresión de Sca-1 y c-kit en células MN de bazo. A partir de la granularidad y tamaño de la 
población total se eligió una región linfomieloide, enseguida se evaluó la doble positividad para Sca-1 y c-kit, 
finalmente se determinaron regiones y se obtuvieron los porcentajes correspondientes.  Veh, ratones 
inyectados con 1 ml de  solución inyectable; CasNa, ratones inyectados con 1 ml de CasNa (0.1g/ml), n=12. 
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Figura 12. Expresión de Sca-1 y c-kit en células MN de sangre periférica. A partir de la granularidad y tamaño 
de la población total se eligió una región linfomieloide, se evaluó la doble positividad para Sca -1 y c-kit, 
posteriormente se determinaron regiones y se obtuvieron los porcentajes correspondientes.  Veh, ratones 
inyectados con 1 ml de  solución inyectable; CasNa, ratones inyectados con 1 ml de CasNa (0.1g/ml), n=12. 
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DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

La hematopoyesis es un proceso  por el cual son generadas las células 

sanguíneas a partir de una HSC (Mayani et al., 2007). Este proceso es regulado 

por un tipo de proteínas llamadas citocinas (Barreda et al., 2004). En ratones la 

hematopoyesis se lleva a cabo principalmente en la médula ósea sin embargo en 

bazo existe una pequeña generación de células sanguíneas, a este tipo de 

hematopoyesis fuera de la médula ósea se le conoce como hematopoyesis 

extramedular, este evento puede ser consecuencia de una migración de HSCs  o 

HPCs circulantes que se alojaron y sufrieron proliferación y diferenciación terminal 

o  probablemente una combinación de ambos eventos (O’malley et al., 2005). Las 

HSPCs durante el estado de equilibrio se encuentran en sangre periférica en 

números muy bajos sin embargo bajo condiciones de estrés tales como sangrado, 

inflamación y daño al tejido hematopoyético o después de un tratamiento con 

citocinas y/o quimioterapia, las HSPCs son reclutadas desde médula ósea a 

torrente sanguíneo aumentando su número en circulación, un evento conocido 

como  movilización (Lapidot & Kollet, 2010).  

Algunos trabajos en años recientes muestran que existen otras moléculas 

diferentes a las citocinas con la capacidad de regular la hematopoyesis, tal es el 

caso del ATRA (Fenaux et al., 2001, 2007) y la caseína (Ramos et al., 2004, 

2008).  Se ha reportado que la inyección de CasNa (una sal derivada de la 

caseína) por vía intraperitoneal en ratones, promueve la migración de granulocitos 

a cavidad peritoneal además de aumentar los niveles de G-CSF y GM-CSF 

(conocidas citocinas movilizadoras) (Metcalf et al., 1996). Por otra parte    datos 

de nuestro grupo de trabajo muestran que la inyección de CasNa aumenta el 

peso, tamaño y celularidad de bazo (Lagunes, 2004; Domínguez, 2007), 

parámetros que sugieren  activación de la hematopoyesis extramedular, un evento 

que puede implicar migración de HSCs o HPCs de médula ósea a bazo. El 

conjunto de datos reportados anteriormente por la literatura y nuestro grupo de 

trabajo nos llevó a preguntarnos si  el CasNa podría estar induciendo la 

movilización de HPCs a sangre periférica.  
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En el presente trabajo, el primer experimento que realizamos fue evaluar el efecto 

del CasNa sobre la celularidad de médula ósea,  bazo y sangre periférica. 

Nuestros resultados muestran que la inyección de CasNa  cada 48 h durante 6 

días, aumenta  significativamente el número de células MN en médula ósea 

(Figura 4A), y bazo (Figura 4B), mientras que en sangre periférica se observa un 

aumento pero no es significativo (Figura 4C). La viabilidad celular fue  más del 

90% independientemente del tejido (Figura 5), lo cual muestra que el CasNa no 

daña a las células MN. El aumento de la celularidad en médula ósea, inducido por 

el CasNa, es un parámetro considerado como evidencia  de activación medular de 

la hematopoyesis (Donahue et al., 1986). Estos primeros resultados indican que 

el CasNa por lo menos esta activando la hematopoyesis medular , mientras que  el 

aumento en el tamaño y celularidad del bazo sugieren una activación extramedular 

de la hematopoyesis. 

Considerando lo anterior y después de haber observado un aumento en la 

celularidad de médula ósea,  bazo y sangre periférica, aunque no fue significativo 

en este último tejido, nos preguntamos si tal incremento se debía a un aumento de 

células progenitoras o por una acumulación de células maduras. El cultivo de 

células MN en un medio semisólido (metilcelulosa) nos permitió detectar células 

progenitoras a partir de la formación de UFCs (Broxmeyer et al., 2006).  Los 

datos muestran que células MN de  médula ósea obtenidas de ratones tratados 

con CasNa, en comparación con los ratones vehículo, no mostraron cambios 

significativos en el número de UFCs totales (Figura 6A), mientras que en bazo se 

elevó al doble (Figura 6B) y en sangre periférica se quintuplico (Figura 6C). El 

aumento de progenitores en bazo indica una activación de la hematopoyesis 

extramedular (Khaldoyanidi et al., 2003), lo cual se correlaciona con el aumento 

de células MN, tamaño y peso de bazo, mientras que el aumento de progenitores 

en sangre periférica sugiere un evento de movilización.  
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La movilización clínica de HSPCs comúnmente se  realiza mediante la 

administración de G-CSF. Se ha observado que en la médula ósea de individuos 

sanos la población de células MN  se ve aumentada contrastando con la 

disminución de células progenitoras (Martinez et al., 1999); el tamaño del bazo 

también se ve incrementado y  regresa  a la normalidad pocos días después del 

tratamiento (Stroncek et al., 2004); la celularidad en sangre periférica aumenta 

considerablemente siendo enriquecida en la población de células 

troncales/progenitoras (Pusic & DiPersio, 2008). Nosotros mostramos que la 

inyección de CasNa induce una actividad biológica similar a la observada con G-

CSF, ya que aumenta el número de HPCs en bazo y sangre periférica con la 

diferencia que en médula ósea no altera la población de HPCs lo anterior sugiere 

que el CasNa podría ser una molécula con propiedades de agente movilizador.   

Una vez que evaluamos la presencia de  células progenitoras en los tres tejidos 

nos preguntamos si el  inmunofenotipo se relacionaba con lo reportado en la 

literatura para células progenitoras mieloides. Para tal fin empleamos anticuerpos 

dirigidos contra Lin, c-kit y Sca-1, marcadores específicos para HSPCs (Yeung & 

So, 2009). Los resultados  revelaron que  en la médula ósea de ratones 

inyectados con CasNa se aumentó al doble la población de células Lin-, Sca-1 

alto/c-kit alto  comparado con ratones vehículo (Figura 7). En bazo se observó un 

incremento de 3.5 veces en la población Lin-, Sca-1 bajo, c-kit alto (Figura 8). Al 

evaluar la sangre periférica se observó un  incremento de casi el doble en la 

población Lin-, Sca-1 bajo, c-kit alto (Figura 9). Los datos obtenidos muestran que 

estos inmunofenotipos encontrados en los diferentes tejidos, son similares al de 

células progenitoras mieloides (Challen  et al., 2009). 

C-kit es un receptor tirosina cinasa tipo III, su papel está asociado al 

mantenimiento y  sobrevivencia de HSCs y células mast, es expresado en HSCs, 

células progenitoras mieloides, células dendríticas, células mast, células pro-B y  

pro-T pero se pierde en la diferenciación de  las células B y T, por lo que c-kit es 

utilizado en conjunto con otros marcadores como Sca-1 y Lin, para la identificación 

de HSPCs (Ray et al., 2008).  
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Sca-1 es una proteína de superficie celular anclada a fosfatidil-inositol glicosil, que  

pertenece  a la familia del gen Ly6, su función es desconocida, es expresado 

principalmente en HSCs de ratón, linfocitos T maduros y otros tipos celulares de 

origen hematopoyético distinto, Sca-1 es usado rutinariamente en combinación 

con otros marcadores para el enriquecimiento de células troncales/progenitoras 

hematopoyéticas (Holmes & Stanford, 2007). Por otro lado, la literatura dice que 

para identificar células troncales o progenitoras hematopoyéticas es necesario el 

marcador Lin (Yeung & So, 2009) sin embargo nosotros pensamos que no es 

necesario puesto que ninguna célula precursora o madura expresa al mismo 

tiempo c-kit o Sca-1, por lo que  ambos marcadores pueden ser suficientes para 

identificar poblaciones de células troncales/progenitoras. Para comprobar lo 

anterior realizamos un experimento bajo las mismas condiciones utilizando 

solamente anticuerpos dirigidos contra c-kit y Sca-1. Los datos muestran que en la 

médula ósea de ratones tratados con CasNa existe un aumento de casi tres veces 

en el porcentaje de células Sca-1 alto/c-kit alto (Figura 10), en bazo hay un 

aumento de casi 4 veces en la población Sca-1 bajo/c-kit alto  (Figura 11), 

mientras que en sangre periférica se observó un incremento  de 5 veces en la 

población Sca-1 bajo/c-kit alto (Figura 12). Los datos anteriores conservan la 

misma tendencia de un incremento en las poblaciones de células Lin-, c-kit alto y 

Sca-1 bajo, un inmunofenotipo similar al de progenitores mieloides 

hematopoyéticos,  en los tres tejidos evaluados,  en comparación a cuando 

incluimos Lin, aunque con porcentajes diferentes. Los resultados aquí mostrados 

sugieren que c-kit y Sca-1 pueden ser marcadores suficientes para  identificar por 

lo menos HPCs.  

Hasta aquí, nuestros datos muestran que el CasNa aumenta el número de  células 

progenitoras mieloides en bazo y sangre periférica, aunque no se descarta la 

posibilidad que también pueda estar aumentando el número de LT-HSCs, lo cual 

se debería confirmar incluyendo un marcador como Flk2 (Christensen & 

Weissman, 2001) o realizando un transplante de células de sangre periférica, 
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obtenidas de ratones tratados con CasNa, en ratones irradiados letalmente  

(Challen  et al., 2009).  

En la actualidad G-CSF es el  movilizador convencional clínico sin embargo no es 

efectivo en todos los pacientes (Holm, 1998; Pelus, 2008),  por lo que aun sigue 

vigente la necesidad de encontrar nuevos agentes movilizadores. En el presente 

trabajo mostramos que el CasNa es capaz de aumentar el número de células 

progenitoras en  bazo y sangre periférica, en este ultimo tejido hay un aumento de  

5 veces con respecto al vehículo, un dato semejante a lo que hace AMD3100 

(Pelus & Fukuda, 2008), sin embargo para valorar su capacidad de movilización 

sería necesario comparar su efecto con respecto al  G-CSF o AMD3100, así como 

el efecto combinado de  CasNa + G-CSF, CasNa + AMD3100 o CasNa + G-CSF + 

AMD3100, con el fin de observar algún tipo de sinergia en la movilización. De 

tener un efecto similar al G-CSF o al AMD3100 ya sea por separado o en 

conjunto, el CasNa podría ser tomado en cuenta  como una alternativa en aquellos 

pacientes que no responden al G-CSF. 

Por otra parte, Noursadeghi  en el 2002 mostró que ratones inyectados con dosis 

letales de bacterias sobrevivieron al recibir una inyección previa de caseína, lo 

cual se correlacionó con un incremento en la fagocitosis y estallido respiratorio de 

los granulocitos y un aumentado reclutamiento de neutrófi los en los tejidos, lo cual 

posiciona a la caseína como un inductor de la respuesta inmune innata. Nuestros 

datos también refuerzan el papel inmunomodulador de la caseína ya que el CasNa 

aumenta el número de progenitores del linaje monocito-macrófagos en médula 

ósea (Figura 6A) y también  aumenta el número de progenitores de granulocitos y 

macrófagos tanto  en bazo (Figura 6B) como en sangre periférica (Figura 6C), 

dos tipos de células fundamentales que participan en la respuesta inmune  innata 

(Burg et al., 2001; Basset et al., 2003), así el CasNa parece potencializar la 

hematopoyesis medular y extramedular, lo cual ayuda a  explicar la  sobrevivencia  

de ratones a dosis letales de bacterias. En un futuro sería interesante confirmar 

este dato   y así vislumbrar si puede emplearse como una medida  profiláctica en 

individuos expuestos a algún riesgo de infección.  
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Aun desconocemos el mecanismo que uti liza el  CasNa para regular la activación 

de la hematopoyesis medular, extramedular y el incremento de progenitores 

mieloides en torrente sanguíneo. Sin embargo se sabe que la inyección 

intraperitoneal de CasNa en ratones  eleva la concentración de factores 

estimuladores de colonias (Lotem & Sachs, 1985; Metcalf et al., 1996); mientras 

que  estudios preliminares de nuestro grupo de trabajo, bajo las mismas 

condiciones aquí reportadas, muestran que en ratones tratados con CasNa se ve 

aumentada la producción de G-CSF y  GM-CSF  en el suero, dos reconocidos 

movilizadores de HSPCs (Pusic & DiPersio, 2008).  Lo anterior  sugiere que 

estas citocinas podrían ser  las responsables de la probable movilización inducida 

por el CasNa, sin embargo aun falta investigar la participación de otras citocinas 

movilizadoras tales como: SDF-1, GroIL-8 o el SCF, tema que debe 

investigarse. 

En el presente trabajo mostramos que el CasNa no es sólo una molécula pro-

inflamatoria como se pensaba (Baltz et al., 1980; Lotem & Sachs, 1985; Metcalf 

et al., 1996) ya que también es capaz de activar la hematopoyesis medular y 

extramedular; además los datos mostrados aqui, sugieren que las HPCs se 

estarían movilizando desde médula ósea a torrente sanguíneo, incrementando su 

número en circulación, aunque no descartamos que quizás el CasNa estaría 

afectando directamente el bazo, activando la hematopoyesis extramedular, 

expandiendo las HPCs y por consiguiente aumentando su número en  sangre 

periférica, lo cual explicaría, en este trabajo, que no hayamos encontrado 

alteraciones en la población de células progenitoras de médula ósea, por lo que en 

un futuro sería interesante demostrar el origen de las células progenitoras 

encontradas en torrente sanguíneo.  
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Finalmente, el CasNa, una molécula diferente a la familia de las citocinas, podría 

abrir una opción distinta para que en un futuro moléculas de menor costo ,  puedan 

ser empleadas en pacientes que no responden al G-CSF o para obtener 

progenitores mieloides hematopoyéticos de sangre periférica, que podrían 

utilizarse en transplantes, para la recuperación hematopoyética de pacientes que 

han sido sometidos a radio o quimioterapia.  
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CONCLUSIÓN 

 

La inyección de CasNa en ratón: 

.- Activa la hematopoyesis medular y extramedular. 

.- Aumenta el número de células progenitoras mieloides en bazo y sangre 

periférica. 

.- Las células progenitoras encontradas pertenecen al linaje de granulocitos, 

macrófagos y eritrocitos. 

.- El inmunofenotipo correspondiente es similar al de células progenitoras 

mieloides. 

 El CasNa es una molécula con propiedades de agente movilizador de al menos 

células progenitoras hematopoyéticas mieloides. 
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PERSPECTIVAS 

 

En el presente trabajo mostramos que el CasNa aumenta en bazo y sangre 

periférica el número de HPCs lo cual sugiere un proceso de movilización de las 

HPCs desde médula ósea a  sangre periférica  sin embargo no se descarta que el 

CasNa podría afectar directamente el bazo resultando en la hematopoyesis 

extramedular y por consiguiente las HPCs estarían saliendo de bazo a torrente 

sanguíneo,  sin embargo faltan algunos experimentos para corroborar lo anterior, 

por lo que en trabajos posteriores se recomendaría: 

.- Realizar una cinética del CasNa, para observar a  que tiempo se alcanzan 

valores máximos de HPCs en circulación y además a que tiempo los valores 

regresan a la normalidad. 

.- Comparar el efecto movilizador del CasNa, G-CSF y AMD3100 en combinación 

o por separado para evaluar un posible efecto sinérgico. 

.- Evaluar por inmunofenotipo la presencia de células troncales hematopoyéticas 

reconstituyentes a largo plazo incluyendo el marcador flk2 a los marcadores KLS. 

.- Determinar los niveles de SDF-1, GroSCF e IL-8 como posibles citocinas 

relacionadas con el efecto de movilización.

Determinar la fuente  de HPCs (médula ósea o bazo) que se encuentran en 

torrente sanguíneo. 
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