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RESUMEN 

 

La hematopoyesis es regulada por citocinas, sin embargo se han encontrado 

moléculas diferentes a las citocinas que pueden modular este proceso, tal es el caso del 

acido all-transretinoico (ATRA) y el caseinato de sodio (CasNa), una sal derivada de la 

caseína. Se sabe que el CasNa, el tioglicolato de sodio (TioNa) y el hidrolizado de 

caseína (HC) son agentes proinflamatorios, ya que su inyección en ratón induce 

migración de granulocitos a cavidad peritoneal. Por otro lado nuestro grupo de trabajo 

ha mostrado que el CasNa, tanto in vitro como in vivo, activa la hematopoyesis 

incrementando la proliferación y diferenciación de células mononucleadas (CMN), sin 

embargo se desconoce si otros agentes proinflamatorios como el TioNa e HC activan la 

hematopoyesis, in vitro e in vivo, tal como lo hace el CasNa.  

 

En éste trabajo evaluamos el efecto del CasNa, TioNa e HC in vitro e in vivo 

sobre la activación de la hematopoyesis de ratón. Los primeros datos obtenidos 

confirman que la inyección vía intraperitoneal, a diferentes concentraciones, de cada 

una de las 3 moléculas induce migración de granulocitos a cavidad peritoneal, aunque el 

CasNa mostró el mayor aumento en el número de estas células. Después se evaluó si 

estas moléculas activan la hematopoyesis in vitro. Para ello se cultivaron CMN de 

médula ósea tratadas con diferentes concentraciones de CasNa, TioNa e HC. Los 

resultados indican que el CasNa fue la única molécula que aumentó significativamente 

la proliferación celular, mientras que el TioNa e HC la inhibieron. Al evaluar la 

morfología de estas células se observaron granulocitos y macrófagos 

independientemente del tratamiento, sin embargo el CasNa presentó un incremento en el 

número de agregados de estos dos tipos celulares. Para confirmar estos resultados, 

mediante citometría de flujo se evaluó la expresión de marcadores específicos para 

granulocitos y macrófagos como Gr-1 y CD11b respectivamente, donde sólo las CMN 

tratadas con CasNa presentaron un mayor número de células positivas para ambos 

marcadores. Finalmente se determinó si el efecto in vitro de las moléculas empleadas se 

conservaba in vivo. Para ello ratones BALB/c fueron inyectados vía intraperitoneal cada 
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48 horas durante 6 días a diferentes concentraciones con CasNa, TioNa e HC, 

evaluando después la proliferación de células de médula ósea mostrada por el 

incremento del índice mitótico. Los resultados obtenidos revelan que el CasNa, presenta 

la mayor proliferación. Con el conjunto de datos reportados en este trabajo se concluye 

que el CasNa es el único agente proinflamatorio capaz de regular positivamente la 

hematopoyesis normal de ratón, tanto in vivo como in vitro, en comparación con agentes 

proinflamatorios como el TioNa e HC. 
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INTRODUCCIÓN 
 

 

Hematopoyesis 

 

 

 Dentro de nuestro organismo existen diversas células sanguíneas, las cuales 

cumplen con diferentes funciones; los eritrocitos transportan oxígeno a los tejidos, las 

plaquetas ayudan en el proceso de coagulación de la sangre, mientras que los leucocitos 

(granulocitos, macrófagos y linfocitos) participan en la defensa inmune contra una 

infinidad de agentes patógenos
1
, que pueden conducir a la muerte celular, así se tiene 

que alrededor de 2 x 10
11 

eritrocitos y 10
10

 leucocitos mueren diariamente al desarrollar 

su función, por lo tanto deben ser reemplazados para mantener el equilibrio normal de 

células sanguíneas
2,3,4,5

. A la generación de células de la sangre se conoce como 

hematopoyesis 
6
. 

 

Las células sanguíneas se forman a partir de células troncales hematopoyéticas 

(CTHs), que corresponden al 0.001% del total de las células presentes en la médula ósea
 

5,7
, en su mayoría se encuentran en quiescencia (fase G0 del ciclo celular), y solo se 

dividen  para mantener el estado normal de la hematopoyesis o dependiendo de la 

demanda de progenitores en el organismo, lo cual asegura que la población de CTHs no 

se pierda bajo condiciones de estrés fisiológico y puedan mantenerse a lo largo de toda 

la vida
8
. Las CTHs son de origen mesodérmico, se caracterizan por su capacidad de 

autorenovación, un alto potencial de proliferación y una capacidad para diferenciarse 

hacia todos los linajes de células sanguíneas, estas características se van perdiendo 

conforme las células hematopoyéticas se diferencian en elementos más maduros, 

características que permiten ubicarlas, de manera jerárquica, al principio de la cascada 

hematopoyética
9,10

.  

 

Se ha reportado que en ensayos de reconstitución hematopoyética, las CTHs se 

pueden clasificar en: células troncales hematopoyéticas reconstituyentes a largo plazo 

(CTH-LP), las cuales tienen la capacidad de sostener la hematopoyesis indefinidamente,  
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éstas se mantienen principalmente en quiescencia, y por las células troncales 

hematopoyéticas reconstituyentes a corto plazo (CTH-CP), las cuales tienen la 

capacidad de reconstituir la hematopoyesis solo por un corto tiempo y se encuentran 

ciclando constantemente
11

.  

 

Las CTHs no pueden ser identificadas a simple vista por su morfología, para ello 

se requieren marcadores específicos tales como: lin- (un coctel de marcadores para 

células hematopoyéticas maduras que las CTHs no deben expresar), Sca-1+ y  c-Kit+,  

con lo cual se define el inmunofenotipo Lin
-
Sca

+
c-Kit

+
 (LSK)

4,7,12,13,14
.  

 

Las CTHs dan origen a las células progenitoras, las cuales constituyen alrededor 

del 0.5% de células totales de la médula ósea, estas pueden ser multipotentes, bipotentes 

o monopotentes. Las células progenitoras a su vez darán origen a las células precursoras 

que pueden ser fácilmente reconocidas por su morfología y constituyen más del 90% de 

las células totales que residen en la médula ósea. Finalmente de las células precursoras 

se originaran las células maduras, éstas a su vez pueden dividirse en dos linajes: el linaje 

mieloide, compuesto por eritrocitos, megacariocitos, granulocitos y macrófagos; y el 

linaje linfoide, integrado por los linfocitos T, B y células naturales asesinas (NK), de 

ambos linajes pueden originarse las células dendríticas
5,15

. De esta manera la 

jerarquización de las células hematopoyéticas es representada en la figura 1.  
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Figura 1. Jerarquía de las células hematopoyéticas. Las células hematopoyéticas pueden ser 

agrupadas en cuatro compartimentos de acuerdo a su grado de diferenciación: 1) Compartimento 

de células primitivas : célula troncal hematopoyética reconstituyente a largo plazo (CTH-LP) célula 

troncal hematopoyética reconstituyente a corto plazo (CTH-CP) y célula progenitora multipotente 

(PMP); 2) compartimento de células progenitoras: progenitor mieloide común (PMC), progenitor 

linfoide común (PLC), progenitor eritroide-megacariocítico (PEM), progenitor granulocito-

macrófago (PGM), progenitor de linfocitos B (PRO-B) y el progenitor de linfocitos T (PRO-T); 3) 

compartimento de células precursoras y 4) células maduras (modificado de
5, 7,15,16, 17,18

). 
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Ontogenia hematopoyética  

 

Las primeras CTHs se originan en el saco vitelino, en estructuras llamadas 

islotes sanguíneos a este evento se le conoce como hematopoyesis primitiva, y puede ser 

detectable alrededor del día 7.5 p.c. en ratón. Aunque el saco vitelino es el primer sitio 

donde se originan las primeras CTHs con potencial para generar todos los linajes 

hematopoyéticos, solo se lleva a cabo la eritropoyesis, por lo que se considera que las 

CTHs migran hacia otros órganos con actividad hematopoyética como: la aorta gónada 

mesonefros (AGM) alrededor del día 10.5-11.5, donde a partir de este momento las 

CTHs pueden diferenciarse hacia todos los linajes de células sanguíneas, 

estableciéndose así la hematopoyesis definitiva
19,20,21,22,23

. Sin embargo existe otra teoría 

donde se menciona, que sólo en la AGM surgen las primeras CTHs con capacidad de 

generar toda la gama de células hematopoyéticas
24,25

. Posteriormente las CTHs migran 

hacia otros órganos hematopoyéticos como el hígado y bazo alrededor del día 12.5-13.5, 

sosteniendo la hematopoyesis durante la primera mitad de gestación. Finalmente a partir 

del día 15 del desarrollo embrionario y después del nacimiento, la hematopoyesis se 

lleva a cabo en la médula ósea de todo los huesos
10,26,27

 (figura 2). En la etapa adulta y 

durante toda la vida del individuo la hematopoyesis se restringe sólo a huesos planos y 

largos del cuerpo como el cráneo, costillas, fémur, vertebras, esternón y la cresta 

iliaca
28

.  
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Figura 2. Ontogenia hematopoyética. La hematopoyesis primitiva comienza en la etapa 

embrionaria en el saco vitelino (SV) alrededor de 7.5 días, el siguiente sitio hematopoyético donde 

se establece la hematopoyesis es la región aorta-gónada-mesonefros (AGM) a partir del día 10.5-

11.5, posteriormente las CTHs migran a hígado y bazo (día 12.5-13.5) y por último a la médula 

ósea, donde a partir del nacimiento sostendrá la hematopoyesis durante el resto de vida del 

individuo (modificado de
10,22

).  
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Microambiente hematopoyético  

 

La hematopoyesis es un proceso finamente regulado que requiere de ciertas 

condiciones particulares las cuales pueden ser proporcionadas por un ambiente 

específico llamado microambiente hematopoyético (MH). El MH tiene una estructura 

tridimensional altamente organizada y su función principal consiste en regular la 

fisiología y localización de las células hematopoyéticas, así como proveer las 

condiciones necesarias para que se lleve a cabo la hematopoyesis
5 

(figura 3).  

 

El MH de médula ósea está formado por dos componentes: el componente 

celular y el componente protéico. El componente celular está integrado por células 

tronco mesenquimales las cuales darán origen a células estromales tales como: 

fibroblastos, adipocitos, osteoblastos, condrocitos. El componente protéico está 

conformado por productos de las células estromales como las citocinas y moléculas de 

la matriz extracelular, tal es el caso del colágeno I-VI, fribronectina, laminina, 

tenascina, proteoglicanos y citocinas
5,7,11

. 

 

Dentro de la médula ósea existen sitios específicos donde residen las CTHs, los 

llamados nichos. Existen dos tipos diferentes de nichos, el primero es conocido como 

nicho osteoblástico, constituido por osteoblastos y está ubicado en la zona endosteal de 

la cavidad ósea donde las CTHs se encuentran ancladas a los osteoblastos por moléculas 

de adhesión, la función de este nicho es mantener a las CTHs en estado quiescente. Las 

CTHs al recibir un estímulo o estrés fisiológico proliferan y se diferencian según los 

requerimientos del organismo, y antes de ser liberadas a la circulación migran a un 

segundo sitio conocido como nicho vascular, conformado por células endoteliales 

sinusoidales que tienen un papel importante en la regulación y migración de células 

hematopoyéticas. En conjunto ambos nichos cooperan para controlar la quiescencia y la 

autorenovación, así como la producción de progenitores hematopoyéticos para mantener  
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la homeostasis o restablecer el sistema  después de un daño
11,14,29

. 

 

 

 

 
 

Figura 3. Esquema representativo del microambiente hematopoyético (MH) en médula ósea. En el 

MH se localizan las células estromales (fibroblastos, adipocitos, osteoblastos y células endoteliales), 

así como sus productos (moléculas de la matriz extracelular y citocinas), estos elementos en 

conjunto modulan la proliferación, maduración, muerte y migración de las células 

hematopoyéticas. Dentro del MH también se encuentran dos nichos de CTHs: el nicho osteoblástico 

donde las CTHs se mantienen ancladas a la zona endosteal y se encuentran en estado quiescente, y  

el nicho vascular donde las CTH se encuentran ciclando, listas para diferenciarse y salir a torrente 

sanguíneo (modificado de
5,11

).  
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Citocinas 

 

Las citocinas son glicoproteínas, de bajo peso molecular (30 KDa), producidas 

tanto por células estromales como células hematopoyéticas, éstas incluyen interleucinas 

(ILs), factores estimuladores de colonias (CSFs), interferones, factores de crecimiento y 

quimiocinas. Las citocinas pueden regular la supervivencia, proliferación, 

diferenciación, maduración, activación y muerte de las células hematopoyéticas
7,30

. 

 

Las citocinas pueden ejercer múltiples efectos biológicos sobre diferentes tipos 

celulares (pleiotropismo) o pueden actuar de manera específica, como por ejemplo del 

factor estimulador de colonias de macrófagos (M-CSF) que interviene directamente en 

la diferenciación de macrófagos; o pueden presentar un efecto sinérgico, es decir, la 

habilidad de interaccionar con otras citocinas potenciando su efecto. Las citocinas no 

solo regulan de manera positiva la hematopoyesis ya que se ha observado que algunas 

de éstas tiene efecto negativo como sucede con el factor de necrosis tumoral (TNF), el 

cual provoca la inhibición de la proliferación de células hematopoyéticas, también está 

el factor de crecimiento transformante (TGF-β1), que inhibe la actividad y la 

producción de algunos CSFs e ILs
31,32

.  

 

El efecto de las citocinas sobre las células hematopoyéticas es mediado por 

receptores que se encuentran en la superficie de la membrana celular. Estos receptores 

presentan un dominio extracelular, un transmembranal y un dominio intracelular, este 

último recluta diferentes moléculas para su fosforilación la cual finalmente activara una 

transducción de señales mediado por una familia de tirosinas cinasas llamadas Janus 

Cinasas (JAKs) y los factores de transcripción conocidos como traductores de señales y 

activadores de transcripción (STATs)
33,34,35

, que en conjunto dan como resultado la 

modulación de la expresión de genes que estimulan biológicamente una serie de 

respuestas biológicas. 
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Diferentes citocinas pueden producir un mismo efecto sobre una misma célula,   

esto es debido a que los receptores de citocinas comparten ciertas sub-ubidades 

estructurales. De esta manera los receptores pueden ser clasificados en: receptores de la 

cadena-β, receptores gp130, receptores de la cadena-γ y receptores de una cadena 

simple 
6,36 

(figura 4).  

 

 

Figura 4. Clasificación de receptores de citocinas: a) receptores de la cadena-β, b) receptores de la 

cadena gp130, c) receptores de  la cadena-γ, y d) receptores que presentan una cadena simple 

(modificado de 
6,35,36

). 

 

Existen otro tipo de receptores de citocinas que presentan un dominio 

intracelular de tirosina cinasa, donde su principal característica es la auto-fosforilación, 

tal es el caso de los receptores para el M-CSF y el SCF. Otros receptores de citocinas no 

cuentan con un dominio intracelular tirosina cinasa como: el receptor para  GM-CSF, G-

CSF, IL-3 y TPO, por lo que tienen que reclutar otras proteínas para transmitir  señales 

al interior de las células
37,38,39

.  
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Inflamación 

 

Los organismos superiores continuamente utilizan un sofisticado, flexible y letal 

sistema de defensa que ayuda a combatir el crecimiento y persistencia, facilitando la 

eliminación de los virus, bacterias y parásitos entre otros. Nuestro organismo dispone de 

un sistema eficaz contra casi todo tipo de agentes patógenos llamado sistema inmune, 

que da origen a dos tipos diferentes de respuesta, la respuesta del sistema inmune innato 

y la respuesta de sistema inmune adaptativo
40,41

. 

 

En la respuesta del sistema inmune innato participan macrófagos, granulocitos, 

NK y proteínas solubles como el sistema del complemento, en conjunto forman la 

primera línea de defensa que presenta el organismo. Por otro lado en  la respuesta del 

sistema inmune adaptativo participan los linfocitos T y los linfocitos B, éstos generan 

exquisitamente una respuesta específica efectora letal para virus, bacterias, entre otros, 

creando memoria contra estos microorganismos
42

.  

 

El sistema inmune innato se activa cuando un organismo sufre un daño en sus 

células y tejidos vascularizados, ya sea por lesión celular, muerte o por agentes 

patógenos como bacterias, hongos, virus o por cualquier otro agresor de la naturaleza ya 

sea, biológico, químico, físico o mecánico. Esta activación genera una respuesta que se 

conoce como inflamación
43,44

. Durante la inflamación el sistema inmune recluta células 

y efectores solubles que ayudan a coordinar de manera inmediata la respuesta contra los 

agentes patógenos así como la reparación del tejido dañado, produciendo una resolución 

orquestada necesaria para mantener la homeostasis del sistema
45,46

.  
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Las primeras células en llegar al sitio de inflamación son los granulocitos-

neutrófilos seguido de los monocito-macrófagos, estos dos linajes celulares tienen la 

característica principal de fagocitar y degradar agentes patógenos, un evento conocido 

como fagocitosis
47,48,49

. 

 

Cuando los neutrófilos y macrófagos reconocen el sitio de inflamación, 

traspasan el endotelio vascular hacia el tejido infectado mediante moléculas de 

adherencia llamadas selectinas como la ICAM-1 y la ICAM-2 presentes en leucocitos, 

así como las integrinas CD11/CD18. Estas moléculas ayudan al reclutamiento, 

adherencia y paso de los granulocitos y macrófagos hacia el sitio de inflamación, en 

donde, las células reconocen, fagocitan y en el caso de los macrófagos procesan al 

agente patógeno, convirtiéndolo en pequeños péptidos los cuales, de ser necesario 

pueden unirse al complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), para ser presentados a 

los linfocitos Tc y así activar la respuesta inmune adaptativa. Todo este proceso en 

conjunto puede causar irritación, edema, dolor y hasta fiebre dependiendo de la 

magnitud de la infección, efectos característicos del proceso que se conoce como 

inflamación
50,51

 (figura 5).   
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Figura 5. La inflamación se genera cuando un agente patógeno (bacteria) se infiltra en el 

organismo, esto desencadena una respuesta celular donde participan principalmente los fagocitos 

(neutrófilos y macrófagos), estas células pueden ser atraídas al sitio de inflamación, desde la médula 

ósea,  debido a agentes quimiotácticos secretados por las células epiteliales, el agente patógeno o 

incluso por los neutrófilos y macrófagos que son residentes del tejido o que se encuentran en  

circulación. Cuando los fagocitos  llegan al sitio de inflamación, estos se adhieren al endotelio y lo 

atraviesan por medio de moléculas de adhesión como selectinas e integrinas. Dentro del tejido 

dañado los fagocitos reconocen, fagocitan y eliminan al agente patógeno. Esta respuesta puede ir 

acompañada de irritación, dolor, edema y fiebre dependiendo de la magnitud de la infección o daño 

(modificado de
47,48,49,50

). 
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La génesis de los neutrófilos  se lleva a cabo principalmente en la médula ósea, a 

este evento se le llama granulopoyesis donde a partir de una CTH pasando por 

diferentes estadios dará origen a granulocitos-neutrófilos maduros (figura 6). Todo este 

proceso se desarrolla en un lapso de tiempo de aproximadamente 14 días
52

. La vida 

promedio de un neutrófilo maduro es de 6 a 24 horas y en presencia de una infección se 

producen normalmente de 10
11

 hasta 10
12

 neutrófilos diariamente. Los neutrófilos 

pueden ser atraídos al sitio de infección, debido a factores secretados por células 

endoteliales y/o bacterias, o por agentes quimioatrayentes como la IL-8 (proteína 

activadora de acción atrayente de neutrófilos tipo 1, “NAP-1”), el GM-CSF y proteínas 

del complemento como C5a, leucotrienos de tipo β4 (LTβ4), o por productos bacteriales 

como lipopolisacáridos (LPS) y péptidos de N-formyl
53,54

. 

 

 

Figura 6. Etapas de diferenciación de granulocitos en médula ósea. A partir de una célula tronco 

hematopoyético (CTH), da origen al progenitor multipotente (PMP), de éste se generan la unidad 

formadora de colonias granulo-monocíticas (CFU-GM) que a su vez originan a la unidad 

formadora de colonias granulocíticas (CFU-G) y continúan su proceso de diferenciación hasta 

llegar al neutrófilo maduro (modificado de
52,53,54

) 

 

Como anteriormente mencionamos las segundas células en llegar al sitio de la 

inflamación son los macrófagos. La génesis de macrófagos (monocitopoyesis) se lleva a 

cabo también en médula ósea donde de manera similar al granulocito, a partir de una 

CTH se originaran los monocito-macrófagos
55,56 

(figura 7). 
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Figura 7. Etapas de diferenciación de células de macrófagos. A partir de una célula tronco 

hematopoyética (CTH) se generan las unidades formadoras de colonias granulo-monocíticas (CFU-

GM)  que a su vez dan origen a la unidad formadora de colonias de macrófagos (CFU-M) y así 

continua su proceso de diferenciación hasta llegar al monocito, estos migran por el torrente 

sanguíneo hacia diferentes órganos para culminar su diferenciación donde adquieren diferentes 

nombres dependiendo del tejido en el que residan (modificado de
55,56

).  

 

Los monocitos en sangre periférica representan en humano y ratón, alrededor del 

5-10% de los leucocitos. Su vida es relativamente larga, en humano alrededor de 3 días 

y en ratón 1 día
57,58,59

. Los monocitos migran por el torrente sanguíneo hacia otros 

tejidos donde adquieren diferentes nombres por ejemplo: en hueso se conocen como 

osteoclastos; en alveolos y sistema nervioso son conocidos como células microgliales; 

en tejido conectivo como histiocitos; en el tracto gastrointestinal e hígado como células 

de kupffer; mientras que en bazo y peritoneo se llaman macrófagos 
55

. 

 

Dentro de las funciones fisiológicas los monocitos y su progenie diferenciada 

(macrófagos), juegan papeles importantes como reguladores y efectores de la respuesta 

inmune innata y adaptativa
40,60

, tales funciones incluyen: presentación de antígenos y 

fagocitosis
61

. 
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La activación de monocitos y macrófagos incrementan la producción de IL-1, 

IL-6, TNF- e INF-1β, citocinas que están involucradas en la regulación de la 

hematopoyesis. Además pueden liberar oxido nítrico lo que produce una actividad 

citostática o citotóxica contra virus, bacterias, hongos y células tumorales
62

. 

 

Tanto macrófagos y granulocitos pueden ser identificados mediante su 

morfología o por medio de la expresión de diferentes marcadores específicos del linaje 

(inmunofenotipo), tal es el caso del F4/80 y CD11b para el linaje monocito-macrófago y 

para el linaje granulocítico Ly6G conocido también como Gr-1
63,64,65

.  
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Caseínas en la hematopoyesis e inflamación 

 

En años recientes se ha reportado que algunas moléculas diferentes a las 

citocinas tienen la capacidad de regular la hematopoyesis tal es el caso del ATRA, un 

derivado de la vitamina A,  ampliamente utilizado en el tratamiento contra la leucemia 

promielocítica aguda
66

, y algunos componentes de la leche como las caseínas. 

  

La leche está formada por dos componentes la parte protéica y la parte líquida. 

La parte protéica de la leche está conformada por la caseína, la alfa-lactoalbúmina,  la 

beta-lactoglobulina, la lactoferrina y la peroxidasa
68,69

. De éstas, las caseínas ocupan 

alrededor del 80% del total de proteínas dentro de la leche y están compuestas por 

cuatro clases de cadenas polipeptídicas llamadas alfa s1, alfa s2, beta y kapa-caseína, su 

peso molecular es de 23.6 KDa, 25.2 KDa, 23.9 KDa y 19 KDa respectivamente
2,70

 y en 

conjunto forman micelas.  

 

El caseinato de sodio (CasNa) es una sal derivada de la caseína, se obtiene 

disolviendo caseína en hidróxido de sodio y posteriormente sometiéndola a una 

evaporación obteniendo de esta forma un polvo blanco, insaboro, inoloro, con una 

mayor solubilidad en agua. Debido a su excelente valor nutricional el CasNa es 

ampliamente utilizado en la industria alimenticia como fuente de proteínas en cereales y 

especialmente en productos para bebés así como productos para pacientes diabéticos
71

.  

 

La caseína, el CasNa, el TioNa así como el HC, son moléculas ampliamente 

utilizadas en modelos de inflamación, bajo condiciones controladas, ya que en el sitio 

de inyección se favorece la acumulación de granulocitos
72,73

. Otros estudios muestran 

que el CasNa al ser inyectado en cavidad peritoneal de ratones eleva la concentración de 

G-CSF, M-CSF y  GM-CSF
72,73,74

. 
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 Antecedentes de nuestro grupo de trabajo muestran que  el CasNa inhibe la 

proliferación de la línea celular hematopoyética multipotencial 32D de ratón, la cual es 

dependiente de IL-3, e induce su diferenciación hacia el linaje monocito-macrófago
75

; 

inhibe la proliferación de la línea celular leucémica mielomonocítica WEHI-3, así como 

las líneas leucémicas macrofágicas J774 y P388, todas de ratón
67,76

; induce la 

diferenciación de neutrófilos en banda hacia neutrófilos segmentados, tal como lo hace 

G-CSF
77

; e induce la proliferación y diferenciación de CMN normales provenientes de 

médula ósea de ratones BALB/c en presencia de IL-3
78,79

. El conjunto de datos 

anteriores indican que el CasNa es un agente proinflamatorio, que tiene la capacidad de 

modular la hematopoyesis, in vitro e in vivo, sin embargo se desconoce si algún otro 

agente proinflamatorio también pueda regular la hematopoyesis. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Resultados de nuestro grupo de trabajo muestran que el CasNa, un agente 

proinflamatorio, regula la hematopoyesis de células normales de ratón, sin embargo se 

desconoce sí otros agentes proinflamatorios tales como el TioNa e HC presenten el 

mismo efecto promotor de la hematopoyesis in vitro e in vivo.  
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JUSTIFICACIÓN 

 

 

La segunda causa de muerte a nivel mundial se debe a enfermedades 

oncológicas, incluyendo a la leucemia
101,102

. Particularmente la leucemia mieloide 

aguda es una patología muy agresiva que provoca la muerte en más de dos tercios de los 

pacientes que cursan con esta neoplasia,  a pesar de todos los conocimientos científicos 

y desarrollo de nuevas terapias, debido a la ausencia de selectividad entre célula normal 

y tumoral. Recientemente nuestro grupo de trabajo publicó que el CasNa elimina células 

leucémicas, pero en combinación con la IL-3 promueve la proliferación de células 

hematopoyéticas normales
67,78

. 

 

El CasNa, el TioNa  y el HC, son reconocidos agentes proinflamatorios puesto 

que inducen la acumulación de granulocitos en el sitio de administración pero no se 

conoce si todos estos promueven la hematopoyesis normal.  
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HIPÓTESIS  

 

Se conoce que la caseína y el CasNa son agentes proinflamatorios, sin embargo 

existen otras moléculas como el TioNa e HC que presentan la misma propiedad. 

Nuestro grupo de trabajo ha mostrado que el CasNa, además de inducir una reacción 

inflamatoria, también induce la proliferación de células hematopoyéticas normales in 

vitro e in vivo, por lo tanto se esperaría que el tratamiento con TioNa e HC, (ambos 

proinflamatorios), también promuevan la proliferación de células de médula ósea in 

vitro e in vivo. 
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OBJETIVO GENERAL 

 
 Evaluar el efecto del caseinato de sodio, tioglicolato de sodio e hidrolizado de 

caseína en la proliferación y diferenciación de células mononucleadas de médula 

ósea. 

 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 

 Evaluar si el caseinato de sodio, tioglicolato de sodio e hidrolizado de caseína 

inducen acumulación de granulocitos y macrófagos en el lugar de inoculación. 

 

 Evaluar si el caseinato de sodio, tioglicolato de sodio e hidrolizado de caseína, 

inducen la proliferación de células mononucleadas de medula ósea. 

 

 Evaluar si el caseinato de sodio, tioglicolato de sodio e hidrolizado de caseína, 

inducen la diferenciación de célula mononucleadas de médula ósea. 
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MATERIAL Y MÉTODO 

 

Obtención de células de cavidad peritoneal 

 

Se utilizaron ratones hembras de la cepa BALB/c (obtenidos del bioterio de la 

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza) de 2 a 3 meses de edad, mantenidos en 

condiciones de esterilidad, con agua y alimento ad libitum. Se formaron 6 grupos de 

ratones (n=3 cada uno) y se trataron con una sola inyección vía intraperitoneal de 1ml 

de CasNa (Espectrum, USA), TioNa (Bioxon, USA), HC (Sigma, USA) y también Alb 

(Research Organics, USA) como una proteína inocua, todas en concentraciones de 3 y 

10% (p/v) (apéndice), otro grupo de ratones recibieron solo 1ml de agua Milli-Q (VEH) 

y el último grupo no recibió ningún tratamiento (control). A las 16 horas después de la 

inyección, se sacrificaron los ratones, de los seis grupos, por dislocación cervical. Para 

la obtención de las células se realizó un lavado de cavidad peritoneal con 10 ml de una 

solución amortiguadora de fosfatos (PBS) (apéndice), después se contaron bajo el 

microscopio en un hemocitómetro.  

 

Morfología de células en cavidad peritoneal 

 

Para observar la morfología se realizaron frotis de células de cavidad peritoneal 

de cada uno de los grupos y enseguida fueron teñidas con Giemsa (Sigma, Méx) 

(proporción colorante-agua 1:9), se contaron 100 células por laminilla con tres 

repeticiones bajo el microscopio con un objetivo de 40x.  Para la identificación 

morfológica de granulocitos se tomó en cuenta a las células que presentaran un núcleo 

estrecho formando una banda o bien células donde el núcleo este segmentado en 2 a 5 

lóbulos, unidos por finos puentes cromáticos
103

. En el caso de la identificación de 

monocito-macrófagos se tomaron en cuenta a las células de tamaño grande, de forma 

variable u oval así como presencia de pseudópodos. Núcleo en posición central o en la 

periferia, con citoplasma abundante y presencia o no de vacuolas
103

.  
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Cultivo de CMN de médula ósea 

 

Ratones hembra BALB/c sin tratamiento se sacrificaron por dislocación cervical, 

de éstas se obtuvieron los fémures y se aislaron las células totales de médula ósea, 

haciendo fluir medio de cultivo Iscove´s (IMDM, Gibco BRL, USA) (apéndice) 

suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco, USA), posteriormente se 

separaron las CMN mediante un gradiente de densidad (ficol 1.077 g/ml) (Sigma, St 

Louis, M). Después se realizó una prueba de viabilidad mediante la técnica de exclusión 

al azul tripano (Sigma, USA), donde se tomó una muestra de CMN a la cual se le 

adicionó el colorante en una proporción 1:1, las células teñidas por el colorante fueron 

consideradas muertas, posteriormente se cuantificaron células vivas y muertas. Por 

último se cultivaron las células en IMDM suplementado con 15% de SFB (Gibco BRL, 

USA), a una densidad de 1 x 10
5
cel/ml en placas de 96 pozos (Corning NY, USA), con 

diferentes tratamientos: control (sin tratamiento), sólo Interleucina-3 recombinante de 

ratón (rmIL-3) (5 ng/ml), VEH + rmIL-3, CasNa + rmIL-3, HC + rmIL-3, TioNa + 

rmIL-3, Alb + rmIL-3 a distintas concentraciones (0.5, 1, 2 y 4 mg/ml). Los cultivos 

fueron mantenidos durante 5 días a una temperatura de 37°C en una atmósfera de 5% 

CO2 y humedad a punto de rocío. 

 

Evaluación de la proliferación por cristal violeta en cultivos de CMN  

 

Después de mantener el cultivo por 5 días, se evaluó la proliferación celular 

mediante la técnica de cristal violeta, un colorante básico que se adhiere a las partes 

ácidas del ADN, la cantidad de colorante absorbido por cada núcleo es proporcional al  

número celular. Brevemente se fijó a las células con glutaraldehído al 1% (apéndice) 

durante2 horas, posteriormente se retiró y se adicionó el colorante de cristal violeta 

(apéndice) el colorante que no se unió al núcleo se removió mediante lavados con agua 

y por último se adicionó ácido acético al 10%, manteniendo la placa en agitación por 20 
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minutos, finalmente se hizo la lectura en un espectrofotómetro (Tecan A-5002, Austria) 

a una densidad óptica de 570 nm. 

 

Evaluación de la proliferación por 3-(4.5-dimetltazol-2-y-1)-5-(3-carbimetoxifenil)-

2-(sulfofenil)-2H-tetrazolio (MTS) en cultivos de CMN  

 

También se evaluó la proliferación celular a través de la técnica colorimétrica 

MTS, la cual consiste en la conversión de la sal de tetrazolium, por la NADPH que es el 

producto de la actividad mitocondrial de células viables, a un compuesto llamado 

formazán, soluble en el medio. La cantidad de formazán producido por la 

deshidrogenasa es directamente proporcional al número de células vivas en cultivo. Al 

quinto día de cultivo se agregaron 20 µl de MTS a cada pozo de CMN, posteriormente 

se dejó incubar durante 4 horas y finalmente se realizó la lectura en un 

espectrofotómetro a una densidad óptica de 490 nm.  

 

Morfología de agregados celulares en cultivos de CMN 

 

 Para evaluar la morfología se cultivaron CMN, en las condiciones mencionadas 

anteriormente, en presencia de rmIL-3 (5ng/ml) más CasNa o Alb con 2 o 4 mg/mL, 

TioNa e HC con 0.5 y 2 mg/ml, estas concentraciones se tomaron a partir de los ensayos 

de proliferación in vitro tomando en cuenta la presencia de una mayor proliferación o 

donde se observó una menor inhibición. Al término del tiempo de cultivo las células 

fueron teñidas con Wright, posteriormente se evaluó la morfología de agregados 

celulares, integrados a partir de 20 células o más, bajo el microscopio a un campo de 

40x. Se tomó el criterio mencionado anteriormente para identificar poblaciones de 

granulocitos y macrófagos. 
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Evaluación de la expresión de Gr-1 y CD11b en un cultivo de CMN de médula ósea 

 

 A partir de un cultivo de CMN tratadas con CasNa, TioNa, HC y Alb (todas en 

concentración de 2mg/ml), se obtuvieron las células de cada condición y fueron 

incubadas, durante 20 min, con los siguientes anticuerpos: Gr-1 (clona RB6-8C5) 

(eBioscience, San Diego, CA, USA) conjugado con ficoeritrina (PE) y CD11b (M1/70) 

(eBioscience, San Diego, CA, USA) conjugado con isotiocianato de fluoresceína 

(FITC). Posteriormente se realizó un lavado con PBA, para retirar el exceso de 

anticuerpos, y después se fijaron  las células con paraformaldehído.  Se leyeron 5 x 10
5 

eventos por cada condición en un citómetro de flujo (FACScalibur, Becton Dickinson, 

CA, USA) con el software BD Cell Pro v.5.1.1 (Becton Dickinson). Para el análisis de 

los resultados se seleccionó la región de las poblaciones de granulocitos y macrófagos a 

partir de la granularidad y tamaño, una vez separadas las regiones se procedió a medir la 

expresión de Gr-1 y CD11b respectivamente. 

 

Evaluación de proliferación mediante el Índice Mitótico (IM) 

 

Una forma de evaluar la proliferación in vivo es utilizando el IM, un parámetro 

que permite observar células que se encuentran en división (mitosis) a través de la 

exposición de sus cromosomas. Seis grupos de ratones BALB/c se les inyectó 1 ml de 

CasNa, TioNa, HC y Alb en concentraciones de 3, 5 y 10% (p/v) (apéndice), vía 

intraperitoneal, cada 48 horas durante 6 días, al séptimo día se sacrificaron, dos horas 

antes se les inyectó colchicina 0.1% (Sigma, USA), posteriormente se aislaron las 

células totales de médula ósea de los ratones de cada grupo y se dejaron reposar por 45 

min en una solución de cloruro de potasio (KCl 0.047M) (apéndice), después se fijaron 

con una solución de metanol-ácido acético (3:1). Finalmente se expandió el material 

genético sobre portaobjetos mediante la técnica de goteo, enseguida fueron teñidas con 

Giemsa (proporción agua-colorante 1:9) y se leyeron 1000 células por laminilla bajo el 

microscopio a un campo de 40x, por último se obtuvo el porcentaje (%) del IM con la 

siguiente fórmula: 
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                                                   células en división 

             células totales 

 

Manejo de datos y análisis estadísticos 

 

 Los resultados se presentaron como la media y la desviación estándar (±) de tres 

experimentos realizados de manera independiente. La diferencia significativa se obtuvo 

mediante un análisis de varianza (ANOVA) seguida de una prueba de Tukey o Dunnett 

p ≤ 0.05.  

 

%IM = x 100 
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RESULTADOS 

 

 

El CasNa, el TioNa, el HC y la Alb inducen migración de células en cavidad 

peritoneal de ratones BALB/c. 

 

Existe evidencia de que el CasNa, el TioNa y el HC son moléculas 

proinflamatorias
32,72,81,85

, para corroborar este efecto bajo nuestras condiciones de 

trabajo se procedió a inyectar, por vía intraperitoneal, a ratones BALB/c con 1 ml de 

cada una de las moléculas proinflamatorias a diferentes concentraciones, incluyendo 

Alb como un tratamiento inocuo. Dieciséis horas después de la inyección se aislaron las 

células de cavidad peritoneal y se evaluó bajo el microscopio el número celular.  

 

La administración de 1 ml al 3 % de cada molécula incrementó el número de 

células en cavidad peritoneal, aunque sólo el CasNa y TioNa mostraron un aumento 

significativo con respecto al control y VEH. En cuanto a la administración de una 

solución al 10%, CasNa, HC y Alb inducen de manera significativa un aumento del 

número de células, mientras que el TioNa induce la muerte de los ratones (figura 8). Es 

de resaltar que el CasNa en ambas concentraciones induce un mayor incremento 

comparado con los demás proinflamatorios.  
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Figura 8. Número de células en cavidad peritoneal de ratones BALB/c. Control, ratones no 

tratados; VEH, solo agua Milli-Q; CasNa, caseinato de sodio; TioNa, tioglicolato de sodio; HC, 

hidrolizado de caseína; Alb, albúmina. *Diferencia significativa con respecto al control y VEH  

p ≤ 0.05.  
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El CasNa, TioNa, HC y Alb inducen migración de células principalmente del linaje 

granulocítico.   

 

 

Una vez observado que el CasNa, el TioNa, el HC y la Alb inducen migración 

de células se procedió a determinar su morfología celular. Los resultados muestran que 

la morfología predominante en ratones tratados con CasNa, TioNa, HC y Alb 

corresponde principalmente a células del linaje granulocítico (figura 9).  

 

Al evaluar el porcentaje de la población se observó un aumento significativo de 

granulocitos con todos los tratamientos (3 y 10%), en tanto que el porcentaje de 

macrófagos y linfocitos disminuyó. Al evaluar el número celular observamos que la 

población de granulocitos aumenta en ratones tratados con CasNa (3 y 10%) y Alb 

(10%) con respecto al control y VEH, aunque con CasNa al 10% se eleva más el 

número celular. Por otra parte el número de macrófagos también se incrementa en 

ratones tratados con CasNa (3 y 10%) y disminuye con HC (3 y 10%) comparado con el 

control y VEH, mientras que con el TioNa y Alb no se observó ninguna diferencia, por 

último el número de linfocitos disminuye significativamente independientemente del 

agente proinflamatorio (Tabla 1).  
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Figura 9. Morfología de células en cavidad peritoneal de ratones BALB/c. A) control, ratones no 

tratados; B) VEH, solo agua Milli-Q; C) TioNa, tioglicolato de sodio al 3%; D) CasNa, caseinato de 

sodio al 10%; E) CasNa al 3%; F) HC, hidrolizado de caseína al 10%; G) HC al 3%; H) Alb, 

albúmina al 10% e I) Alb al 3%. Las células marcadas con un círculo corresponden a granulocitos. 
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 TRATAMIENTO 

GRANULOCITOS 

% 

(Núm. cel x106 ) 

MACRÓFAGOS 

% 

(Núm. cel x106 ) 

LINFOCITOS 

% 

(Núm. cel x106) 

 

Control 

 

1 ±  0.7 

(0.023 ± 0.010) 

 

91.5 ± 0.7 

(2.19 ± 0.970) 

 

7.5 ± 2.1  

(0.179 ± 0.079) 

 

VEH 

 

27 ±  9.1 * 

(0.770 ± 0.405) 

 

70 ± 7.0 

 (1.99 ± 0.579) 

 

3.0 ± 1.4*  

(0.085 ± 0.024 ) 

 

CasNa 3% 

 

55.5 ± 4.9 * 

(4.75 ± 0.515) * 

 

44.5 ± 3.5 * 

(3.81 ± 0.413) * 

 

0 ± 0 * 

 

CasNa 10% 

 

77.0  ±  8.4 * 

(10.24 ± 2.04 )* 

 

22.0 ± 1.4 * 

 (3.59 ± 0.583) * 

 

1.0 ± 0 * 

(0.133 ± 0.026) 

 

TioNa 3%  

 

58 ± 4.2 * 

(2.89 ± 0.446 )* 

 

42 ± 4.9 * 

 (2.12 ± 0.323) 

 

0 ± 0* 

 

HC 3% 

 

57 ± 4.2 * 

(1.97 ± 0.699)* 

 

39.0 ±  2.8 * 

(1.35 ± 0.478) 

 

4.0 ± 1.4 * 

(0.138 0.049) 

 

HC 10% 

 

69 ± 1.4 * 

(4.36 ± 1.605)* 

 

29 ± 3.5 * 

 (1.96 ± 0.478) 

  

0 ± 0* 

 

Alb 3% 

 

45.2 ± 4.2 * 

(2.01 ± 0.931)* 

 

54.8 ±  3.2 * 

(2.66 ± 1.231) 

  

0 ± 0 *  

 

Alb 10% 

 

70.0 ± 1.4 * 

 (5.69 ± 0.969)* 

 

30 ±  2.8 * 

(2.44 ± 0.415) 

 

0 ± 0 * 

  

Tabla 1. Porcentaje y número de células correspondiente a granulocitos, macrófagos y linfocitos 

provenientes de cavidad peritoneal de ratones BALB/c. Control, ratones no tratados; VEH, solo 

agua Milli-Q; CasNa, caseinato de sodio; TioNa, tioglicolato de sodio; HC, hidrolizado de caseína y 

Alb, albúmina.*Diferencia significativa con respecto al control y VEH p ≤ 0.05. 

  
 

 

 

 

 

  MORFOLOGÍA 
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El CasNa sinergiza la proliferación inducida por IL-3 en cultivos de CMN de 

médula ósea de ratones BALB/c. 

 

Al confirmar que el CasNa, el TioNa y el HC son agentes proinflamatorios 

procedimos a evaluar si también modulan la proliferación in vitro de células de médula 

ósea de ratones BALB/c. Con este propósito se cultivaron CMN en presencia o ausencia 

de rmIL-3 mas CasNa, TioNa, HC o Alb a diferentes concentraciones.  

 

Al observar la proliferación bajo el microscopio se observó que en los cultivos 

con solo CasNa, TioNa, HC o albúmina semejan a los cultivos en ausencia de  rmIL-3 

(dato no mostrado). El cultivo de CMN con rmIL-3 más CasNa muestra una mayor 

densidad celular en comparación con las demás moléculas, vehículo o sólo rmIL-3 

(figura 10). Cuando se evaluó la proliferación utilizando la técnica de cristal violeta se 

encontró que el CasNa en combinación con rmIL-3 produce un aumento significativo 

sobre la proliferación en forma dosis dependiente, diferencia significativa que se 

mantiene al compararla con las demás moléculas, mientras que la Alb no la altera y el 

TioNa e HC la disminuyó significativamente en forma dosis dependiente con respecto a 

sólo la rmIL-3 o vehículo (figura 11).  

 

          Después de evaluar la proliferación con cristal violeta, se empleo una técnica más 

sensible para corroborar el efecto anterior, utilizando el kit de MTS. Los resultados 

muestran un patrón similar al obtenido con cristal violeta, aunque con el CasNa se 

observó un aumento significativo de 2 veces más con respecto a la rmIL-3 y VEH, la 

Alb e HC (0.5 y 1 mg/ml) también aumentan la proliferación pero no existe una 

diferencia significativa, mientras que el TioNa, en todas las concentraciones, la inhibe 

significativamente pero no en forma dosis respuesta. Finalmente el HC inhibe la 

proliferación solo con las concentraciones a 2 y 4 mg/ml con respecto a rmIL-3 o VEH 

(figura 12).  
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Figura 10. Cultivo de CMN de médula ósea de ratones BALB/c en presencia o ausencia de rmIL-3. 

A) control, sin rmIL-3; B) rmIL-3, Interleucina-3 recombinante de ratón; C) VEH, agua Milli-Q + 

rmIL-3; D) CasNa, caseinato de sodio 4mg/ml + rmIL-3; E) CasNa 2mg/ml + rmIL-3; F) TioNa, 

tioglicolato de sodio 1mg/ml + rmIL-3; G) TioNa 0.5mg/ml + rmIL-3; H) HC, hidrolizado de 

caseína 1mg/ml+ rmIL-3; I) HC 0.5 mg/ml+ rmIL-3; J) Alb, albúmina 4 mg/ml+ rmIL-3 y K) Alb 

2mg/ml+ rmIL-3.   
 

 

A B C 

D E F 

H G I 
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Figura 11. Proliferación celular evaluada por la técnica de cristal violeta en cultivos de CMN de 

médula ósea de ratones BALB/c. Control, células no tratadas; rmIL-3, interleucina-3 recombinante 

de ratón; VEH, agua MIlli-Q; CasNa, caseinato de sodio; TioNa, tioglicolato de sodio; HC, 

hidrolizado de caseína; Alb, albúmina. *Diferencia significativa con respecto a la rmIL-3 y VEH.  
 
Diferencia significativa con respecto a las demás condiciones de cultivo p≤0.05. 
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Figura 12. Proliferación celular evaluada por la técnica MTS en cultivos de CMN de médula ósea 

de ratones BALB/c. Control, células no tratadas; rmIL-3, interleucina-3 recombinante de ratón; 

VEH, agua MIlli-Q; CasNa, caseinato de sodio; TioNa, tioglicolato de sodio; HC, hidrolizado de 

caseína; Alb, albúmina. *Diferencia significativa con respecto a la rmIL-3 y VEH. Diferencia 

significativa con respecto a las demás condiciones de cultivo p≤0.05. 
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El CasNa promueve formación de agregados celulares de granulocitos y 

macrófagos. 

 

 

Después de haber observado que el CasNa aumentaba la proliferación de CMN, 

se evaluó si induce diferenciación hacia un linaje en particular. Para ello las CMN 

cultivadas en presencia de rmIL-3 con o sin CasNa, TioNa, HC y Alb a diferentes 

concentraciones, fueron teñidas con Whright para evaluar la morfología. En la figura 13 

se observa la presencia de agregados celulares pertenecientes al linaje granulocítico (A 

y B), macrofágico (C y D) y de tipo blastoide (E) independientemente del tratamiento. 

Al evaluar el número de agregados de tipo granulocítico se observó que no existe una 

diferencia significativa con CasNa y Alb a 2 y 4 mg/ml, sin embargo con el TioNa e HC 

(0.5 y 2 mg/ml) disminuyó significativamente comparado con la rmIL-3 y VEH. En el 

caso de la población de granulocito-macrófago y macrófagos hubo un aumento 

significativo sólo con CasNa en ambas concentraciones. Por otra parte solo la 

concentración de 2mg/ml de CasNa incrementó significativamente el número de 

agregados de blastos, datos comparados con la rmIL-3 y VEH (Tabla 2). 
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Figura 13. Imágenes representativas de la morfología de agregados de tipo granulocítico (A y B), 

macrofágico (C y D) y blastoide o inmaduras (E), en cultivos de CMN de médula ósea de ratones 

BALB/c. 
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Tabla 2. Número de agregados celulares en cultivos de CMN de médula ósea de ratones BALB/c. 

rmIL-3, interleucina-3 recombinante de ratón; VEH, agua Milli-Q + rmIL-3; CasNa, caseinato de 

sodio+ rmIL-3; TioNa, tioglicolato de sodio+ rmIL-3; HC, hidrolizado de caseína+ rmIL-3; Alb, 

albúmina+ rmIL-3. *Diferencia significativa con respecto a la IL-3 y VEH p≤0.5. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                     MORFOLOGÍA   

 

CONDICIONES 

mg/ml 

 

GRANULOCITOS 

(Núm. Agr. Cel.) 

 

GRANULOCITO- 

MACRÓFAGOS 

(Núm. Agr. Cel.) 

 

MACRÓFAGOS 

(Núm. Agr. Cel.) 

 

BLASTOS 

(Núm. Agr. Cel.) 

IL-3   14 ± 5.2   4 ± 5.2  8.6 ± 6.4  6 ±3.4 

VEH    12.6 ± 4.6  8 ± 5.2  4.6 ± 4.6  10 ± 3.4 

CasNa 2   18 ± 1  23.3 ± 3*  25 ± 1.1*  27 ± 9* 

CasNa 4   16 ± 0  18 ± 2.3*  20 ± 5*  9.3 ± 6.6 

TioNa 0.5  7 ± 7*   0 ± 0*   1 ± 1  7 ± 1 

TioNa 2  3 ± 1*  1 ± 1  2 ± 0  0 ± 0 

HC 0.5  3 ± 2*  1 ± 1  0 ± 0  5 ± 3 

HC 2   3.3 ± 2.3*  1 ± 1  2 ±0   0 ± 0 

Alb 2   12 ± 2  8.6 ± 2.3  10 ± 4 10 ± 6.9 

Alb 4  12 ± 5.9  5.3 ± 1.1  12 ± 2  9.6 ± 2 

MORFOLOGÍA 
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El CasNa induce una mayor expresión de Gr-1 y CD11b en cultivos de CMN de 

médula ósea  

 

Otra forma de identificar el linaje de las células es por medio de la detección de 

marcadores específicos. En cultivos de CMN de médula ósea tratadas con CasNa, 

TioNa, HC o Alb se evaluó, mediante citometría de flujo, la expresión de Gr-1 y CD11b 

para el linaje granulocítico y macrofágico respectivamente.  

 

Los datos indican que por granularidad y tamaño existe un incremento en la 

población de granulocitos en CMN tratadas con CasNa mas rmIL-3 en comparación con 

solo la rmIL-3 y el VEH (figura 14), en cuanto a la población de macrófagos el 

aumento no fue tan evidente (figura 15). Cuando se evaluó la expresión de Gr-1, las 

células tratadas con CasNa aumentan significativamente el número de células positivas 

para este marcador comparado con las demás condiciones, la Alb y el HC no la alteran, 

mientras que el  TioNa la disminuyó en relación con  la rmIL-3 y VEH (figura 16). Las 

células tratadas con CasNa/rmIL-3 aumentan significativamente la expresión de CD11b 

(figura 17) con respecto a la rmIL-3 y VEH, mientras que las demás moléculas no la 

alteran.  
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Figura 14. Región de granulocitos a partir de la granularidad (SSC) y tamaño (FSC) en cultivos de 

CMN de médula ósea de ratones BALB/c. A) rmIL-3, inteleucina-3 recombinante de ratón; B) 

VEH, agua Milli-Q; C) CasNa, caseinato de sodio; D) TioNa, tioglicolato de sodio; E) HC, 

hidrolizado de caseína; F) Alb, albúmina. Todas las moléculas se adicionaron en una concentración 

de 2mg/ml. 
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Figura 15. Región de macrófagos a partir de la granularidad (SSC) y tamaño (FSC) en cultivos de 

CMN de médula ósea de ratones BALB/c. A) rmIL-3, inteleucina-3 recombinante de ratón; B) 

VEH, agua Milli-Q; C) CasNa, caseinato de sodio; D) TioNa, tioglicolato de sodio; E) HC, 

hidrolizado de caseína; F) Alb, albúmina. Todas las moléculas se adicionaron en una concentración 

de 2mg/ml. 
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Figura 16. Número celular de la población positiva a Gr-1 en cultivos de  CMN de médula ósea de 

ratones BALB/c. rmIL-3, Interleucina-3 recombinante de ratón; VEH, agua Milli-Q; CasNa, 

caseinato de sodio; HC, hidrolizado de caseína; TioNa, tioglicolato de sodio; Alb, albúmina. Todas 

las moléculas se adicionaron en una concentración de 2mg/ml. *
a
 Diferencia significativa con 

respecto a la rmIL-3 y VEH. *
b
 Diferencia significativa con respecto a las demás moléculas p≤0.05. 
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Figura 17. Número celular de la población positiva a CD11b en cultivos de  CMN de médula ósea 

de ratones BALB/c. rmIL-3, Interleucina-3 recombinante de ratón; VEH, agua Milli Q; CasNa, 

caseinato de sodio; HC, hidrolizado de caseína; TioNa, tioglicolato de sodio; Alb, albúmina. Todas 

las moléculas se adicionaron en una concentración de 2mg/ml. *Diferencia significativa, con 

respecto al control y VEH p≤0.05.   
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Ratones tratados con CasNa presentan un mayor IM en células de médula ósea. 

 

 

Una vez demostrado que el CasNa fue la única molécula proinflamatoria capaz  

de aumentar la proliferación de CMN in vitro, se procedió a evaluar si esta propiedad se 

conservaba in vivo. Ratones BALB/c fueron tratados vía intraperitoneal cada 48 horas 

por 6 días a diferentes concentraciones de CasNa, TioNa, HC y Alb. Se obtuvieron las 

células totales de médula ósea y se procedió a evaluar la proliferación mediante el 

parámetro del IM. Cuando se evaluó bajo el microscopio se observaron más células en 

división con el tratamiento de CasNa al 5 y 10% en comparación con las demás 

moléculas (figura 18). Al evaluar el porcentaje (%) del IM se observó un incremento 

significativo con CasNa y Alb en concentraciones de 5 y 10% con respecto al control y 

VEH, aunque el tratamiento con CasNa al 5 y 10% presentaron un incremento 

significativo en relación a la albúmina, mientras que el TioNa e HC no muestran efecto 

alguno en ninguna de las concentraciones utilizadas (figura 19).  
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Figura 18. Células en división provenientes de médula ósea de ratones BALB/c. A) Control, ratones 

no tratados; B) VEH, solo agua Milli-Q; C) CasNa, caseinato de sodio al 10% p/v; D) CasNa al 5% 

p/v; E) Alb, albúmina al 10% p/v (la concentración al 5% es similar); F) TioNa, tioglicolato de 

sodio al 3% p/v. Las células en división se encuentran marcadas con un círculo. 
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Figura 19. Índice mitótico en células totales de médula ósea provenientes de ratones BALB/c. 

Control, ratones no tratados; VEH, solo agua Milli-Q; CasNa, caseinato de sodio; TioNa, 

tioglicolato de sodio; HC, hidrolizado de caseína y Alb, albúmina. *Diferencia significativa, con 

respecto al control y VEH p≤0.05.
 

Diferencia significativa, con respecto a la Alb al 5 y 10% 

p≤0.05.  
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DISCUSIÓN 

 

La caseína, el CasNa, el TioNa y el HC son moléculas utilizadas en modelos de 

estudio de inflamación, ya que su administración induce una migración de granulocitos 

y macrófagos al sitio de la inyección 72,73,80,81. Nuestro grupo de trabajo ha reportado 

que el CasNa, a pesar de ser un agente proinflamatorio, activa la hematopoyesis normal 

tanto in vitro como in vivo77,78, sin embargo se desconoce si otros agentes 

proinflamatorios causen el mismo efecto sobre la hematopoyesis. 

 

En este trabajo se muestra que el CasNa, el TioNa y el HC a las 16 h inducen 

migración de granulocitos a cavidad peritoneal, células proinflamatorias que se conoce 

son las primeras en llegar al sitio de inflamación 47.48,49, lo cual está dentro del  rango de 

3-24 horas después del estímulo82,83. Es de resaltar que, nuestros datos también indican 

que el CasNa es la única molécula que promueve la migración de macrófagos, sino que 

ya lo hace desde las 16 h, a diferencia de lo reportado en la literatura cuyo incremento 

se da alrededor de las 92 h 82,83,84. El hecho de que el CasNa presente el mayor efecto 

sobre la migración no sólo de granulocitos sino también de macrófagos, dos poblaciones 

que integran una de las primeras barreras inmunológicas innatas84,85,86, sugiere que 

podría tener una gran relevancia en la activación inmune en casos donde se requiera la 

optimización de una respuesta de defensa contra agentes patógenos. De hecho nuestros 

datos explican en parte la sobrevivencia de ratones inyectados con dosis letales de 

bacterias después de la administración de caseína, actividad de protección a cargo de los 

granulocitos87, así se refuerza el papel de las caseínas como activadoras del sistema 

inmune natural, un mecanismo que se sugiere puede ser de utilidad para combatir 

agentes patógenos resistentes a los antibióticos87. 

 

Al evaluar si estas moléculas proinflamatorias inducen proliferación de células 

mieloides, se encontró que sólo el CasNa presentó un aumento significativo en la 

proliferación en comparación con las demás moléculas proinflamatorias, incluso con el 

TioNa y el HC se observa una disminución de la proliferación celular utilizando dos 
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técnicas de evaluación diferentes (figura 11 y 12). Estos resultados indican que no todas 

la moléculas proinflamatorias empleadas en este estudio tienen la capacidad de activar 

la hematopoyesis in vitro. La presencia de agregados de células en proliferación 

identificados como del linaje granulocítico y macrofágico, así como el incremento en la 

expresión de marcadores específicos como Gr-1 o CD11b marcadores que son 

utilizados en la identificación de granulocitos y macrófagos respectivamente 
48,88,89,90,91,92,93, confirman que el CasNa, pero no el TioNa, el HC o la Alb,  induce la 

proliferación de células de linaje granulocítico y macrofágico. Cabe destacar que al 

evaluar el IM, cuyo incremento es evidencia de  proliferación celular y un descenso 

indica citotoxicidad 94,95,96, el CasNa induce un mayor incremento en el IM, seguido por 

Alb, mientras que TioNa o HC no tienen efecto (figura 18).  

 

Los datos previos indican que el CasNa induce la proliferación de células 

mieloides in vitro, pero aún no se conoce in vivo el linaje mieloide involucrado. El 

hecho de que el CasNa promueva la proliferación de células pertenecientes al linaje 

granulocítico y macrofágico in vitro, así como el incremento en suero de factores 

estimuladores de colonias como G-CSF, M-CSF y GM-CSF, citocinas específicas para 

la proliferación de granulocitos y macrófagos 72,73, sugieren que las células que 

proliferaron in vivo probablemente pertenezcan al linaje granulocítico y macrofágico, 

aunque también sería interesante observar si inducen proliferación de células del 

sistema inmune adaptativo como por ejemplo linfocitos T o B, hipótesis admisible-

plausible ya que se conoce que la b-caseína induce la proliferación de ambos linajes 

celulares in vitro 97. De confirmarse lo anterior se daría un indicio del potencial 

biomédico del CasNa optimizando la respuesta inmune innata y adaptativa 

 

Es de llamar la atención que el HC, un producto de degradación enzimática de 

caseína y reconocido agente proinflamatorio 81,98, al contrario del CasNa, inhibió la 

proliferación celular in vitro, mientras que in vivo no la alteró. Las razones que explican 

esta actividad biológica no se conocen, pero sugieren que se necesita la molécula 
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completa del CasNa para inducir tal efecto, hipótesis que debe ser sometida a prueba en 

un futuro.  

 

En este trabajo se utilizó a la Alb como una proteína inocua, para nuestra 

sorpresa, promovió la migración de granulocitos, lo cual puede ser explicado por su 

capacidad de inducir la producción de óxido nítrico, un reconocido agente 

proinflamatorio 99. Por otro lado, su administración in vivo, aunque en menor medida 

que el CasNa, también incremente el IM, efecto que no tiene precedente por lo que sería 

interesante evaluar con mayor profundidad sus propiedades proinflamatorias. 

 

En este estudio mostramos que el CasNa activa la proliferación in vitro e in vivo, 

sin embargo se desconoce el mecanismo involucrado, aunque se sabe que en la médula 

ósea existe un microambiente propicio para sostener la proliferación de varios linajes 

celulares, modulado por múltiples citocinas con actividad promotora o inhibidora32,35, 

100. Previos reportes muestran que la inyección del CasNa, vía intraperitoneal en ratones 

incrementa los niveles de G-CSF, M-CSF y GM-CSF en cavidad peritoneal e incluso en 

suero, citocinas que participan de manera positiva en la proliferación de las células 

hematopoyéticas, por lo que pensamos que probablemente la activación de la 

hematopoyesis se lleve a cabo vía producción de este tipo de citocinas, aunque en 

estudios posteriores se debería confirmar la presencia de estas y otras citocinas que 

influyan positivamente sobre la hematopoyesis bajo nuestras condiciones 

 

En este trabajo el CasNa fue el único agente proinflamatorio capaz de regular la 

hematopoyesis normal de ratón tanto in vitro como in vivo. Este dato es interesante si se 

considera que nuestro grupo de trabajo ha mostrado que el CasNa inhibe la proliferación 

de las líneas celulares leucémicas de ratón como WEHI-3, J774 y P388 67,76. El hecho 

de que el CasNa por un lado frene la proliferación de líneas celulares leucémicas, pero 

estimule la proliferación de células hematopoyéticas normales, llama mucho la atención 

por lo que en un futuro el CasNa podría tener un papel importante como alternativa en 

la terapia contra problemas hemato-oncológicos. 
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CONCLUSIÓN 
 
 
 Se corroboró que la inyección de CasNa, TioNa e HC induce acumulación de 

granulocitos en la cavidad peritoneal. 

 

 La inyección de CasNa, en la cavidad peritoneal, induce un mayor aumento en el 

número de granulocitos y también macrófagos con respecto al TioNa, HC y la 

Alb. 

 

 En este estudio el CasNa fue la única molécula proinflamatoria capaz de 

estimular in vitro la proliferación de CMN de médula ósea de ratones BALB/c. 

 

 El CasNa induce in vitro la diferenciación de las CMN de médula ósea hacia el 

linaje granulocítico y macrofágico.   

 

 El CasNa induce in vivo una  mayor proliferación de células en médula ósea.  

 

 El TioNa e HC, in vitro e in vivo, a pesar de ser agentes proinflamatorios no 

activan la hematopoyesis. 
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APÉNDICE  

  

Preparación del CasNa, el TioNa, el HC y la Alb en concentraciones de 3, 5 y 10%. 

 

Para preparar las moléculas al 3% se pesó 0.03g de cada molécula y se diluyeron 

en 1ml de agua Milli-Q.  

Para obtener una concentración al 5% de cada una de las moléculas, se pesó 0.05 

g diluidos en 1ml de agua Milli-Q  

Para obtener la concentración al 10% se pesó 0.1 g para cada molécula, diluido 

en 1ml de agua Milli-Q.  

 

Sin embargo en el caso de la Alb en cada una de las concentraciones se 

diluyeron en el doble de volumen de agua Milli-Q que las demás moléculas. Finalmente  

las moléculas se sometieron a un proceso de esterilización para ser inyectados en 

cavidad peritoneal a ratones BALB/c. 

 

Preparación de glutaraldehído al 1% 

 

A 1.57 ml de glutaraldehído se le agrega 98.43 ml de agua destilada (agua Milli-

Q). La solución de glutaraldehído se conserva temperatura ambiente. 

 

Preparación de la solución de cristal violeta 

 

 La solución de cristal violeta se prepara al 1% en una solución amortiguadora de 

ácido fórmico 200 Mm a pH 6 que se prepara al disolver 3.96g de NaOH a 4.28 ml de 

ácido fórmico. Una vez preparada esta solución se adiciona 1g de cristal violeta y se 

afora a 500 ml con agua destilada (agua Milli-Q). Finalmente la solución se filtra 

usando papel Whatman número 2 y se almacena a temperatura ambiente. 
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Inactivación del suero fetal bovino 

  

 El suero fetal bovino (SFB) se descongeló a temperatura ambiente, 

posteriormente fue sometido a un calentamiento en baño maría a 57°C durante 30 

minutos, con el propósito de inactivar las proteínas del complemento, se deja enfriar a 

temperatura ambiente y se mantiene a 4°C. 

 

Preparación de IMDM 

 

 Se disuelve un sobre de Iscove (17.7g aproximadamente) (Gibco, USA) y 

bicarbonato de sodio (NaHCO3) 3.024g/L en un litro de agua desionizada (Agua Milli-

Q). Una vez preparada la solución, ésta es filtrada mediante una membrana (tamaño de 

poro 0.22µm, diámetro 47mm; Millipore). Al término se adicionó el antibiótico 1ml/L 

(Penicilina-Estreptomicina) y el medio es mantenido a temperatura de 4°C hasta su uso. 

 

Interleucina-3 recombinante murina (rmIL-3) 

 

 Se pesan 10mg de Alb y se disuelven en 10 ml de PBS. Enseguida la solución se 

filtra mediante una membrana (tamaño de poro 0.22µm, diámetro 25mm). 

Posteriormente se toman 100µl de interleucina y  se diluyen en los 10 ml de la solución 

filtrada. Después se toman alícuotas de 1ml en eppendorf estériles, por último se 

refrigeran a -20°C. 

 

Solución amortiguadora de fosfatos 

 

Los componentes químicos que se usan para preparar 1000 ml de solución son 

los siguientes: 

Cloruro de Sodio   8.0g 

Cloruro de Potasio   0.2g 
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 Fosfato monoácido de Sodio  2.16g 

 Fosfato diácido de Potasio  0.2g 

  

Estas sales se diluyen en un volumen de 800 ml de agua Milli-Q por agitación. 

Posteriormente se afora a un volumen final de 1000 ml y esta solución se ajusta a un pH 

de 7.2 a 7.4, después se esteriliza en la autoclave por 15 min, finalmente es almacenada 

a una temperatura de 4°C hasta el momento de su uso.  
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LISTA DE ABREVIATURAS 

 

  

Agua milli-Q   Agua desionizada  

Alb   Albúmina  

ATRA   Ácido all-transretinoico 

CasNa   Caseinato de sodio 

CFU   Unidad formadora de colonias 

CFU-G  Unidad formadora de colonias granulocíticas 

CFU-GM  Unidad formadora de colonias granulocitos-macrófagos 

CFU-M  Unidad formadora de colonias mielocíticas 

CMN   Células mononucleadas 

CTH   Célula troncal hematopoyética 

CTH-CP  Célula troncal hematopoyética reconstituyente a corto plazo 

CTH-LP  Célula troncal hematopoyética reconstituyente a largo plazo 

EPO   Eritropoyetina 

G-CSF   Factor estimulador de colonias de granulocitos 

GM-CSF  Factor estimulador de colonias de granulocitos-macrófagos  

M-CSF  Factor estimulador de colonias de macrófagos 

HC   Hidrolizado de caseína 

IL   Interleucina 

IM    Índice mitótico 

IMDM   Medio Iscove modificado de Dulbecco  

KCl   Cloruro de potasio 

kDa    Kilodaltones 

Lin   Linaje 

LPS   Lipopolisacarido 

M   Molaridad 

MH   Microambiente hematopoyético 
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MHC   Complejo mayor de histocompatibilidad 

ml   Mililitro 

NK   Célula asesina natural 

PBS    Solución amortiguadora de fosfatos 

PEM   Progenitor eritroide-megacariocítico 

PLC   Progenitor linfoide común  

PMC   Progenitor mieloide común  

PMP   Progenitor multipotente 

rmIL-3   Interleucina-3 recombinante de ratón  

rpm    Revoluciones por minuto 

SE    Suero equino 

SFB    Suero fetal bovino 

TioNa   Tioglicolato de sodio 

TPO   Trombopoyetina 

VEH   Vehículo 
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