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RESUMEN 

 

La leucemia mieloide aguda (AML) es resultado de la transformación neoplásica 

de células troncales hematopoyéticas. En los últimos años los esquemas de 

tratamiento se han actualizado de acuerdo al avance del conocimiento de la 

biología celular, molecular y bioquímica de la leucemia, sin embargo, la mortalidad 

sigue siendo muy elevada, por lo que estrategias terapéuticas alternativas se 

siguen desarrollando. Desde hace algunos años se ha sugerido que el caseinato 

de sodio (CasNa) puede contener moléculas reguladoras de la hematopoyesis. En 

este trabajo mostramos que inhibe la proliferación en células leucémicas WEHI-3 e 

induce fragmentación del DNA, pero bajo condiciones idénticas promueve la 

proliferación de células mononucleadas de médula ósea normal sin evidencias de 

fragmentación del DNA ni reducción en la actividad metabólica. Considerando que 

la eliminación de células leucémicas pero no de las normales, es una estrategia 

terapéutica ideal, evaluamos el potencial antileucémico del CasNa in vivo. Se 

encontró que prolonga la sobrevivencia de ratones leucémicos y atenúa las 

manifestaciones de la enfermedad, lo que sugiere que bloquea el desarrollo de las 

células WEHI-3 in vivo. En conjunto, estos resultados apuntan que el CasNa tiene 

valor terapéutico potencial en el tratamiento contra la leucemia.  
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ABSTRACT 

 

Acute myeloid leukaemia results from neoplastic transformation of haematopoietic 

stem cells. Though there have been recent advances in its treatment, mortality 

remains high. As a result, therapeutic alternatives continue to be explored. Here, 

we present evidence that casein, the principal protein in milk, could possess 

important antileukaemic properties. We demonstrate that casein inhibits the in vitro 

proliferation of the mouse myelomonocytic leukaemic cell line WEHI-3, and 

induces the cells into apoptosis. In contrast, under identical conditions, casein 

strongly promotes the proliferation of mouse normal mononuclear bone marrow 

cells. Because the selective elimination of leukaemia cells is an ideal therapeutic 

strategy, we also evaluated the antileukaemic potential of casein in vivo. We found 

that casein increases the survival of mice bearing WEHI-3-induced tumours, 

attenuating the manifestations of the disease such as hepatomegaly and growth of 

the solid tumour mass, suggesting that this molecule is also capable of inhibiting 

the proliferation of those cells in vivo. The fact that casein inhibits the proliferation 

and induces apoptosis of leukaemic cells in vitro, but increases survival in vivo in a 

leukaemic mouse model, indicate that it may be useful in leukaemia therapy.  
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INTRODUCCIÓN 

 

Hematopoyesis. 

Las células sanguíneas tienen como principal función el transporte de oxígeno y la 

defensa del organismo contra la invasión de agentes patógenos. Las células 

sanguíneas maduras (eritrocitos, granulocitos, monocitos, dendríticas, linfocitos y 

plaquetas) mueren por senescencia o bien durante el desarrollo de sus funciones 

normales (Hughes-Jones & Wickramasingh, 1991), siendo su número restituido 

por la formación de nuevas células sanguíneas mediante la hematopoyesis 

(Orkin, 1995). Es tradicionalmente aceptado que la hematopoyesis en un proceso 

jerárquico en el que células primitivas dan lugar a la formación de todos los 

constituyentes del sistema hematopoyético. Siguiendo este esquema, es posible 

distinguir de manera funcional cuatro compartimentos hematopoyéticos: troncal, 

progenitor, precursor y maduro (Figura 1).  

El compartimento troncal corresponde al 0.01% del total de células en la médula 

ósea (MO), tiene capacidad de autorrenovación y da origen a todas las  células 

sanguíneas durante la vida del individuo. Las células troncales humanas (HSC) 

derivadas de sangre periférica, MO o sangre de cordón umbilical, se caracterizan 

por reconstituir la hematopoyesis a largo plazo (Fey, 2007) en individuos 

mielosuprimidos, lo que funcionalmente les da la calidad de troncales. El 

compartimiento progenitor constituye el 0.15% de las células de la MO y ha 

perdido la capacidad de autorrenovarse de manera que sustenta la generación de 

células sanguíneas solamente durante periodos limitados de tiempo. Estas células 

progenitoras al diversificarse, dan lugar a células precursoras reconocibles por su 

morfología las cuales corresponden a más del 99.5% de las células presentes en 
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la MO. Finalmente, el compartimiento maduro representa el último estadio de 

diferenciación de los elementos hematopoyéticos (Montesinos & Mayani, 2001) 

presentes mayoritariamente en torrente sanguíneo. 

 
 

Representación esquemática de la jerarquización hematopoyética 
 

 
 

 
Figura 1. HSC (célula troncal hematopoyética), CLP (progenitor linfoide común), CMP (progenitor mieloide común), CFU-

GEMM (progenitor de granulocito, eritrocito, megacariocitos y eritocitos), MEP (progenitor megacariocito/eritroide común), 

CFU-GM (progenitor granulocito/macrófago), Pro-DC (progenitor dendrítico), Pro-T (progenitor T), Pro-B (progenitor B), Pro-

NK (progenitor NK), CFU (unidad formadora de colonias/progenitor), Eo (Granulocito eosinófilo), Bas (Granulocito basófilo), 

PMN (Granulocito polimorfonuclear), Mono (Monocito), DC (Célula dendrítica), Linfo (Linfocito), NK (Célula NK).  

Tomado y modificado de Dingli & Pacheco, 2010. 
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El sistema hematopoyético representa un continuo de células con fenotipo y 

propiedades cambiantes a medida que progresan desde el estado troncal hasta el 

de células diferenciadas (Coulombel, 2004). El análisis sistemático funcional de 

las células hematopoyéticas muestra que expresan antígenos de superficie celular 

(CD) particulares. Al mismo tiempo, no expresan "marcadores de linaje” es decir, 

antígenos de superficie  que son característicos de células hematopoyéticas 

diferenciadas de manera terminal. Por lo tanto, la eliminación de tales células 

positivas a linaje deja una suspensión de células predominantemente inmaduras. 

CD34 se descubrió originalmente como el resultado de una estrategia para 

desarrollar anticuerpos de reconocimiento de pequeños subconjuntos de células 

de médula humana, pero no células maduras de sangre y células linfoides. 

Posteriormente, se convirtió en la característica inmunofenotípica distintiva y base 

para la enumeración, aislamiento y manipulación de las HSC (Bonnet, 2002), en 

las cuales es expresado en cerca del 0.5-5% de las células de médula ósea. Este 

antígeno se ha podido identificar solo en las células troncales y progenitoras mas 

no en las células maduras (Bellantuono, 2004; Civin et al., 1990). La 

identificación de este antígeno ha servido de ayuda para poder separar las células 

troncales hematopoyéticas de los progenitores hematopoyéticas gracias en gran 

medida a la asociación de otro antígeno denominado CD38 quedando finalmente 

la nomenclatura para las HSC de humanos el fenotipo CD34+CD38- (Glimm et al.,  

2001; Bhatia et al., 1997). 

Ontológicamente las HSC dan lugar a precursores mieloides comunes con 

marcadores adicionales al CD34+. Así, las CFU-GEMM CD33+ (unidades 

formadoras de colonias de granulocitos, eritrocitos, macrófagos y megacariocitos) 

generan progenitores de los diferentes linajes mieloides volviéndose cada vez más 
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especializados en sus funciones. Para el linaje eritroide, las unidades formadoras 

de bursa eritroide (BFU-E) son los primeros progenitores comprometidos 

exclusivamente a la diferenciación eritroide, y dan lugar a múltiples agrupados de 

colonias de células productoras de hemoglobina. Posteriormente, una segunda 

clase más diferenciada de unidades formadoras de colonias eritroides (CFU-E) 

dará lugar a precursores eritroides. Conforme las células progenitoras mieloides 

se restringen al linaje de monocitos y granulocitos, adquieren marcadores 

característicos tales como la mieloperoxidasa o CD38 que se expresa en 

mieloblastos, pero pierden marcadores iniciales tales como CD33 que no está 

presente más allá de la etapa de mielocitos. Una serie de marcadores "tardíos" 

como CD11b o fosfatasa alcalina leucocitaria, todavía están presentes en los 

granulocitos maduros.  

La ontogenia de los monocitos sigue los mismos principios de la diferenciación 

granulocítica; sin embargo, marcadores únicos de superficie celular que indiquen 

diferenciación monocítica han sido difíciles de identificar. Por ejemplo, CD11b está 

presente en células de la línea monocítica, y CD14, parte del receptor para el 

lipopolisacárido (LPS), es de importancia funcional en los monocitos, pero no son 

específicos de linaje. Posteriormente la expresión diferencial de CD14 y CD16 

distingue dos subconjuntos: CD14hi CD16-, a menudo llamados monocitos clásicos 

y CD14+ CD16+ que expresan mayores cantidades de moléculas MHC de clase II 

que se ha sugerido, se asemejan a macrófagos de tejidos maduros (Passlick et 

al., 1989; Ziegler-Heitbrock et al., 1993). De manera interesante, los monocitos 

pueden servir a su vez como precursores de células dendríticas (DC).  

Por su parte, las células progenitoras comprometidas con el linaje de 

megacariocitos se diferencian en promegacarioblastos, que a su vez forman 
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megacariocitos maduros. Estas últimas células, muy visibles en frotis de médula 

ósea no pueden someterse a la división celular, pero conservan la capacidad para 

la síntesis de DNA y así convertirse en poliploides. Las plaquetas se desprenden 

de los megacariocitos como "ampollas" formadas de su citoplasma.  

Las células B son el subconjunto de linfocitos especializados para sintetizar y 

liberar inmunoglobulinas (Ig). Se generan en la médula ósea, a partir de las células 

progenitoras linfoides comunes (CLP) CD34+, pero de linaje negativo (Lin-), lo que 

implica que carecen de expresión de marcadores presentes en células mieloides y 

linfoides maduras. Posteriormente los primeros precursores linfoides expresan 

CD34 y CD10, que en células pro-B se complementa con los marcadores CD19 y 

CD20 de células B.  

En el caso de células T, el CLP en la médula ósea envía su progenie destinada a 

formar células T al timo, aquí los progenitores linfoides expresan CD25, el receptor 

de IL-2, lo cual es crítico en el desarrollo y comprometimiento final de 

diferenciación. A lo largo de la línea de diferenciación de células T, las células pre-

T deben someterse al compromiso de convertirse en células CD4+ helper o en 

células CD8+ T citotóxicas (Fey, 2007). 

 

Regulación hematopoyética. 

La regulación de las células troncales hematopoyéticas es gobernada por dos 

entidades íntimamente relacionadas. Una es la expresión de genes y la otra es la 

composición de señales externas del microambiente de la médula ósea. Los 

factores de trascripción que regulan la expresión de genes, junto con señales 

externas provenientes del microambiente de la médula ósea pueden ser 

mediadas, ya sea por interacciones célula- célula, matriz extracelular-célula y por 
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factores solubles llamados factores de crecimiento o citocinas (Arai et al., 2009). 

Las diferentes interacciones junto a estos factores dan como resultado la 

promoción o inhibición de la proliferación, así como la  diferenciación, la migración 

y la apoptosis. Las células sanguíneas se desarrollan dentro de un ambiente 

heterogéneo conocido como microambiente, constituido por células 

hematopoyeticas, células estromales, sus productos biosintéticos y factores 

proteicos conocidos como citocinas hematopoyéticas (Clark & Keating., 1995). 

Las células que constituyen este microambiente son: fibroblastos, precursores 

osteogénicos, adipocitos, macrófagos y células endoteliales, que en conjunto 

producen una compleja trama de moléculas de matriz extracelular y citocinas. Las 

primeras consisten de: proteoglicanos, heparán, condroitina, dermatán, colágeno, 

fibronectina, hemonectina, trombospondina, laminina y ácido hialurónico (Klein, 

1995; Verfaillie et al., 1994) siendo su principal función la de proveer el 

microambiente propicio para favorecer la sobrevivencia, proliferación y 

diferenciación de las células hematopoyéticas. Por su parte las citocinas, el 

segundo tipo de proteínas dentro del microambiente hematopoyético; regulan la 

fisiología de las células hematopoyéticas y sus precursores (Giles et al., 2002; 

Munker et al., 1998) a través de receptores específicos, los cuales transmiten una 

serie de señales intracelulares que dan la información necesaria para sobrevivir o 

morir, proliferar o diferenciarse, o en el caso de las células troncales 

autorenovarse o permanecer quiescentes (Broxmeyer et al., 2001).  

Siendo la proliferación y diferenciación de las células hematopoyéticas 

dependiente de la continua fuente de citocinas, algunas de ellas, actúan en 

diversos linajes y en distintas etapas de maduración, pudiendo estimular el 

crecimiento de una sola línea hematopoyética (eritropoyetina EPO, factor 
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estimulador de colonias de granulocitos G-CSF), el crecimiento de varios linajes 

tanto mieloides como eritroides (interleucina 3 IL-3) o incluso, actuar a nivel de 

progenitores muy inmaduros (factor de células troncales SCF), o tener acciones 

pleiotrópicas (interleucina 6 IL-6) (Clark & Kamen, 1987).  

Dentro de la familia de las citocinas se incluye a los factores estimuladores de 

colonias (CSF). Originalmente descritos en la década de 1960 y principios de 1970 

como glicoproteínas que inducían el crecimiento clonal de diferentes linajes 

hematopoyéticos de la médula ósea (Metcalf, 2008). Una variedad de estos 

factores fueron nombrados por sus funciones utilitarias: M-CSF estimula los 

macrófagos, G-CSF estimula granulocitos, GM-CSF estimulan ambos granulocitos 

y macrófagos, mientras que multi-CSF ahora conocido como IL-3, induce el 

crecimiento de todos los diferentes tipos de células hematopoyéticas (Douglass et 

al., 2008). Por el contrario, las citocinas conocidas como co-estimuladoras 

muestran un efecto directo pequeño o nulo en formación de colonias, pero tienen 

la capacidad de actuar de manera sinérgica con los CSF. Ejemplos de esto lo 

constituyen el SCF o ligando c-kit y la tirosina cinasa FLT3. SCF es un factor de 

transcripción, que reacciona con el receptor c-kit presente en células CD34+ CD38- 

de médula ósea, acelera su entrada en el ciclo celular y en cooperación con BCL-2 

impide apoptosis, además influye en la diferenciación a todos linajes 

hematopoyéticos y puede colaborar con casi todas las citocinas hematopoyéticas 

conocidas para promover la formación de colonias (Fey, 2007) 

Respecto a las citocinas supresoras, entendido esto como la capacidad para 

regular negativamente la síntesis de DNA, proliferación, viabilidad y diferenciación 

celular, pueden mencionarse el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-), interferón 
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alfa (IFN-), factor de crecimiento transformante beta (TGF-) y el ligando 3 de las 

CC quimiocinas (CCL3/MIP-1) (Jacobsen et al., 1994; Hamblin, 1993).  

La desregulación de la producción de las células sanguíneas puede desembocar 

en un proceso neoplásico maligno que genéricamente es conocido como 

leucemia.  

 

Leucemia.  

La leucemia es un tipo de cáncer de la sangre iniciado por la mutación de una 

célula hematopoyética del compartimento troncal. La progenie clonal de esta 

célula mutada, constituye una población heterogénea en la cual la proliferación y 

diferenciación desregulada, inducen una acumulación de células blásticas no 

funcionales (Stone et al., 2004). Como en otros tipos de cáncer, la ontogenia de la 

leucemia es un proceso multipaso de alteraciones genéticas mediante las cuales, 

las células normales adquieren una sucesión de capacidades distintivas, como 

son: autosuficiencia de señales de crecimiento, insensibilidad a señales 

inhibitorias de la proliferación, evasión de apoptosis, potencial replicativo ilimitado, 

angiogénesis sostenida, invasión de tejidos y metástasis, que en última instancia 

les permiten convertirse en tumorigénicas y malignas (Hanahan & Weinberg, 

2000).  

Debido a que la regulación intrínseca de la hematopoyesis corre a cargo de 

factores de transcripción hematopoyéticos, alteraciones genéticas como las 

translocaciones cromosómicas en las leucemias agudas afectan la expresión y 

funcionamiento de diversos factores de transcripción, perturbando los programas 

de diferenciación e inducción de apoptosis. Por ejemplo, en células de leucemia 
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linfoblástica T aguda (ALL), la expresión inapropiada de SCF debido a 

translocaciones cromosómicas contribuye a la leucemogénesis. La expresión 

aberrante de FLT3 (a menudo causada por duplicaciones internas en tándem del 

gen) es una de las anomalías genéticas más comunes en la AML y se asocia con 

un curso clínico agresivo. La localización de anomalías citogenéticas en el brazo 

largo del cromosoma 5, donde se encuentran varios factores de crecimiento (IL-3, 

GM-CSF, etc.), son de especial interés y se ha sugerido que la deleción de esta 

región podría ser importante en estas enfermedades clonales (Sans-Sabrafen & 

Besses, 2006). La desregulación de los genes Hox (por genes de fusión o 

sobreexpresión del gen silvestre) sustentan la inmortalización de las células 

leucémicas en AML y ALL (Alharbi et al., 2012). Mutaciones moleculares en 

C/EBP, una proteína potenciadora de unión a CCAAT alfa (C/EBP alfa), que junto 

con FLT3 es esencial para el desarrollo normal de granulocitos, es un importante 

factor pronóstico de relevancia clínica en AML, especialmente en pacientes con un 

cariotipo normal (Fey, 2007). 

 

Clasificación. 

A partir de la década de los setenta, la leucemia aguda y los síndromes 

mielodisplásicos (MDS) se han definido y clasificado de acuerdo con las 

recomendaciones del grupo Franco-Americano-Británico (FAB) (Figura 2). 

Actualmente, estas clasificaciones están siendo sustituidas por las de la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) publicadas en 2001 (Figura 3), las 

cuales son mucho más amplias en sus objetivos e incluyen trastornos 

mieloproliferativos y linfoproliferativos crónicos (Vardiman et al., 2002).  La 

aplicación de los criterios de la OMS requiere conocer los resultados de los 
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análisis de inmunofenotipificación y citogenéticos, lo que en conjunto con las 

características morfológicas, se utilizan para establecer el linaje y estado de 

maduración de las células neoplásicas. Al mismo tiempo, el porcentaje de blastos 

permite de manera práctica, categorizar el tipo de neoplasia mieloide y predecir su 

progresión. En este sentido, una neoplasia mieloide se considera como leucemia 

mieloide aguda (AML) cuando 20 % o más de blastos aparecen en PB o MO, 

pudiendo ser un padecimiento de novo o por el contrario, evolucionar de MDS, 

neoplasia mieloproliferativa o mielodisplásica (MDS/MPN) previamente 

diagnosticada. En algunos casos, el diagnóstico de AML puede prescindir del 

recuento de blastos en PB o MO, por ejemplo cuando está asociado con 

anomalías genéticas específicas, y el umbral de blastos de 20% puede no ser un 

mandato para tratar al paciente como AML; de esta manera las decisiones 

terapéuticas se basan en la situación clínica después de analizar toda la 

información disponible (Vardiman, 2009). La leucemia representa el 3.4% de la 

causa de muerte en hombres y mujeres a nivel mundial (Jemal et al., 2010). En 

México de acuerdo a la Secretaría de Salud (SSA) y las estadísticas del INEGI en 

2008 se reporta que del egreso hospitalario por tumores malignos, la leucemia 

tuvo la segunda más alta presencia (8.7%), sólo por debajo de los tumores 

malignos pulmonares y afectando al 15.1% de hombres y al 5.6 % de las mujeres 

(Figura 4). 

  



 

17 

 

Clasificación FAB de leucemias mieloides agudas (AML) 
  

Morfología  
 

 
Histoquímica 

 
Inmunofenotipo 

 
Citogenética 

M0 Indiferenciada 
>90% blástos 

MPO
+
 3% 

PAS y 
EST- 

HLA-DR
+
, CD13

+
, 

CD33
+
, CD34

+
; CD7

+/-
 

TdT
+/-

 

11q13; cambios 
complejos en 5 o 7; 
t(p,22) ocasionalmente 
 

M1 Mieloide / Mieloblástica sin maduración 
>90% blástos, 10% de granulocitos o 
monocitos en maduración 
 

MPO
+
 3% 

PAS
-
 

EST
-
 

HLA
-
DR

+
, CD13

+
, 

CD33
+
, CD34

+
; CD7

+/-
; 

CD15
+/-

; TdT
+/-

 
 

-5, -7, -17, del 3p, +21, 
+8 

M2 Mieloide / Mieloblástica con 
diferenciación 
30–90% de blastos, >10% de 
granulocítos, <20% de monocítos 
 

MPO
+
 10% 

PAS
-
 

EST
-
 

HLA
-
DR

+
, CD13

+
, 

CD15
+
, CD33

+
, CD34

+/-
 

t(8,21); del 3p o inv(3); -
5, -7, t(6,9), +8 

M3 Promielocitica 
Promielocitos anormales con 
granulación densa/bastones de Auer 
 

MPO
+
 

PAS
-
 

EST
-
 

HLA
-
DR

-
, CD13

+
, 

CD15
+
, CD33

+
, CD34

+/-
 

t(15,17) 

M4 Mielomonocitica 
>30% de blastos, >20% pero <80% de 
monocítos 

MPO
+
 

EST
+
 

PAS
-
 

HLA
-
DR

-
, CD14

+
, 

CD15
+/-

; CD4
débil+

; 
CD34

+/-
; CD33

+
;  CD13

+
; 

CD11b
+
 

 

Inv(16) o -16q; t(8,21) 
poco frecuente, -5, -7, +8 

M5 Monocítica  / Monoblástica 
>80% de monoblastos, <20% de 
granulocítos 
 

MPO
-
 

PAS
+
 

EST
+
 

 t(9;11) (p21;p23), +8 

M6 Eritroleucemia 
>50% de células eritrociticas, 30% de 
blastos no eritroides granulares o 
agranulares 
 

PAS
++ 

MPO
-
 

EST
-
 

HLA
-
DR

+/-
; CD13

+/;
 

CD33
+/-

; glicoforina A 
++ 

 

-7 o del (7q) y/o del -3, 
+8 

M7 Megacarioblástica 
>30% de megacarioblastos 

PAS
+/-

 
MPO

-
 

EST
-
 

HLA
-
DR

+
; CD34

+
; 

CD33
+/-

; CD41
+
, CD61

+
 

glicoforina plaquetaria
+
 

 

T(12;21) en 20-25%; 
hiperploidia; +8, +21 

     
MPO: mielopoeroxidasa; PAS: ác. Periódico de Schiff. EST: esterasa. 

TdT, HLA-DR, CD34: antígenos de células precursoras. CD13, Cd33, CD15: antígenos de células mieloides. CD11 y 
CD14: antígenos de células monocíticas. 

 

 
Figura 2. Tomado y modificado de Beveridge & Urtasun, 2003.  
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 Clasificación OMS de leucemias mieloides agudas (AML) 

Leucemia mieloide aguda con anomalías genéticas recurrentes 
AML con t(8,21)(q22;q22),(AML1/ETO) 
AML con eosinófilos anormales de médula ósea e inv(16)(p13q22) o t(16:16)(p13;q22), (CBFb/MYH11) 
APL con t(15;17)(q22:q12),(PML/RARa)  
AML con anomalías en  11q23 (MLL)  
 

Leucemia mieloide aguda con displasia multilinaje 
Secundaria a MDS o MDS/MPD 
Sin antecedentes de MDS o MDS/MPD pero con displasia en al menos 50% de células en 2 o más linajes 
mieloides 
 

Leucemia mieloide aguda y síndromes mielodisplásicos relacionados a terapia 
Del tipo relacionado con radiación/agentes alquilantes 
Del tipo relacionado con inhibidores de la topoisomerasa II 
 

Leucemia mieloide aguda  
AML, mínimamente diferenciada 
AML sin diferenciación 
AML con diferenciación 
Leucemia mielomonocítica 
Leucemia mieloblastica/monocítica 
Leucemia eritroide aguda (eritroide/mieloide y eritroleucemia pura) 
Leucemia megacarioblastica aguda 
Leucemia basofílica aguda 
Panmielosis con mielofibrosis 
Sarcoma mieloide 

 

 
Figura 3. Tomado y modificado de Vardiman, 2009. 

 

Egresos hospitalarios por tumores malignos 

Tipo de Tumor Maligno Total Hombres Mujeres 
 
Total 

 
100 

 
100 

 
100 

 
Leucemias 

 
8.7 

 
15.2 

 
5.6 

Mama 5.8 0.4 8.3 

Cuello del Útero 3.3 0.0 4.8 

Ovario 2.1 0.0 3.1 

Tráquea, bronquios y pulmón 20.0 4.1 1.0 

Próstata 1.9 6.0 0.0 

Estomago 1.8 3.1 1.1 

Colon 1.8 3.2 1.2 

Hígado 1.2 1.9 0.8 

Recto igmoides, recto y ano 1.1 2.0 0.7 

Vejiga 1.0 2.2 0.4 

Labio, cavidad bucal y faringe 0.9 1.9 0.5 

Páncreas 0.9 1.5 0.7 

Cuerpo del Útero 0.8 0.0 1.1 

Melanoma y otros tumores de la piel 0.5 0.6 0.3 

Esófago 0.4 1.1 0.1 

Otros 65.8 56.8 70.3 

 
Figura 4. Tomado y modificado de SSA DGS (2008) Egresos hospitalarios 2008 Proceso INEGI  
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Características clínicas y diagnóstico. 

Del 15% a 20% de los pacientes son menores de 15 años, la media de diagnóstico 

es de entre 65 y 75 años, de manera que su incidencia aumenta con la edad. En 

este sentido, la AML es el tipo de leucemia más común en los adultos, 

representando el 25% de todas las leucemias en el mundo occidental (Robak & 

Wierzbowska, 2009) y no parece existir diferencia en la incidencia entre hombres 

y mujeres (Smith et al., 1999). En México de acuerdo a la Secretaría de Salud 

(SSA) y las estadísticas del INEGI en 2008 se reporta que del egreso hospitalario 

por cáncer, la leucemia representa el 8.7%, afectando principalmente a los 

hombres 15.1%, mientras que  las mujeres un 5.6% 

Clínicamente los síntomas y signos que presentan los pacientes con leucemia son 

variados, entre ellos son comunes, la insuficiencia medular evidenciada por 

leucopenia, invasión de células blásticas a órganos extramedulares, 

coagulopatías, leucocitosis, leucostasis, trastornos metabólicos relacionados con 

la proliferación, entre otros; siendo la manifestación cutánea más frecuente y 

específica, la aparición de uno o de varios tumores sólidos a menudo descritos 

como sarcomas granulocíticos (Gimenez, 1986).  

El 75% a 100% de los pacientes cursan con astenia y debilidad generalizada 

debida a la anemia; son frecuentes las manifestaciones hemorrágicas leves, como 

epistaxis o petequias (50% a 60%). La presencia de fiebre se da en el 40% a 60% 

de pacientes, pero la documentación microbiológica de infección se da en menos 

del 50% de éstos. Entre las alteraciones analíticas, la anemia y la trombocitopenia 

son prácticamente constantes, con hemoglobinas medias menores de 10 g/dl y 

cifras de plaquetas medias menores de 1x105/uL; la presencia de leucopenia es 
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más rara, con cifras medias de neutrófilos menores de 500/uL en sólo el 10% de 

pacientes (Beveridge & Urtasun, 2003).  

En pacientes con síntomas de anemia, siempre que el sangrado sea importante, 

se descarta leucemia promielocítica aguda (PML), especialmente si el conteo de 

leucocitos es >1x104 células/uL o de >1x103 blastos/uL en PB.  Por el contrario, 

cuentas superiores a 1x103-2x103 blastos/uL de PB, pueden ser suficientes para 

fines de diagnóstico y estratificación de AML no-PML. El diagnóstico de PML se 

confirma mediante la demostración del reordenamiento PML-RARalfa y la 

translocación 15:17 resultante; esto se analiza normalmente utilizando hibridación 

in situ fluorescente (FISH). Por su parte, la citometría de flujo multicolor (MFC) ha 

sustituido paulatinamente a la tinción histoquímica como herramienta para 

establecer el linaje de las células blásticas, siendo los antígenos de linaje mieloide 

más empleados CD33, CD13, CD117 (CKIT), CD14, CD41 CD64 y glicoforina A 

(Estey & Döhner, 2006) 

 

Tratamiento. 

El tratamiento para la AML incluye tres fases, al menos un curso de quimioterapia 

de inducción intensiva, seguido por un curso adicional de terapia de consolidación 

y uno de mantenimiento. El objetivo de la quimioterapia consiste en erradicar las 

células neoplásicas dentro de la MO para permitir la repoblación con precursores 

hematopoyéticos normales, sin embargo, debido a que los fármacos usados no 

son específicos para las células leucémicas, durante el tratamiento también 

mueren las células normales. La mayor parte de los fármacos utilizados son: 

antimetabolitos, agentes alquilantes y antibióticos. El objetivo del tratamiento de 
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inducción a la remisión es erradicar el 99% de la masa leucémica inicial, restaurar 

la hematopoyesis normal y alcanzar un estado funcional normal.  

La terapia moderna de inducción en la AML comenzó en la década de 1960, 

cuando moléculas como el arabinosido de citosina (citarabina, ara-C) y las 

antraciclinas, mostraron una importante actividad como agentes únicos (Rowe, 

2007), desde entonces y hasta la actualidad, la ara-C es la piedra angular de la 

terapia de inducción y de consolidación para la AML en pacientes menores de 60 

años, no obstante, otros medicamentos incluidos en los esquemas de inducción a 

la remisión son: glucocorticoides (prednisona o dexametasona), vincristina, 

antraciclina, L-asparginasa y la adición de ciclofosfamida en pacientes de alto 

riesgo como parte de una terapia intensiva. 

Una forma estándar de la terapia de inducción consiste en ara-C (100-200 mg/m2), 

administrada por una infusión continua durante 7 días, en combinación con una 

antraciclina, administrado por vía intravenosa durante 3 días. Por su parte, la 

terapia de consolidación comprende el tratamiento con ciclos adicionales de 

quimioterapia intensiva después de que el paciente ha logrado una remisión 

completa (CR), por lo general con dosis más altas de los mismos medicamentos 

(2-3 g/m2 de ara-C) que se utilizaron durante el período de inducción.  

La terapéutica de inducción clásica de la AML con una antraciclina (habitualmente 

idaurrubicina) junto a la ara-C, presenta una actividad escasa en las leucemias 

secundarias, alcanzándose la respuesta citogenética (RC) sólo en el 50% de los 

pacientes y habitualmente de corta duración (media de <5 meses). Este 

tratamiento sólo se considera estándar en aquellos casos con alteraciones 

genéticas favorables, e incluso en estos casos los resultados son peores que en 

las leucemias primarias (Díaz-Beveridge & Aparicio, 2003).  
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En los últimos años nuevos medicamentos se han evaluado en estudios clínicos, 

incluyendo inmunotoxinas, anticuerpos monoclonales, análogos de los 

nucleósidos, agentes hipometilantes, inhibidores de la farnesiltransferasa, agentes 

alquilantes, inhibidores de la tirosina quinasa 3 y moduladores multi-resistentes 

(Tallman et al., 2005); sin embargo, a pesar del progreso sustancial en el 

tratamiento, del  20% a 40% de los pacientes recién diagnosticados con AML no 

logran la remisión y 50% a 70% de aquellos en primera CR se espera que 

recaigan dentro de los 3 años siguientes. Además existen pacientes que no son 

candidatos a las estrategias convencionales (Robak & Wierzbowska, 2009), no 

pueden acceder al tratamiento en términos económicos (Ruiz-Argüelles et al., 

2007), o han dejado de ser responsivos a la terapia. Todo esto se traduce a que la 

AML, tiene la tasa de supervivencia más baja de todas las leucemias (Deschler & 

Lübbert, 2006) y la mayoría de los pacientes mueren de su enfermedad (Stone, 

2004).  

 

Caseína. 

La leche y los productos lácteos son componentes importantes de la dieta humana 

aún en la etapa adulta e históricamente se les ha valorado por su aporte 

nutricional de aminoácidos (Koletzko et al., 1998). La leche está constituida por 

3.6% de proteínas, 4.1% de grasas, 5.0% de carbohidratos, menos del 1% de 

vitaminas y minerales y 86.6% de agua. El 80% de la fracción proteica la 

constituye la caseína (Walstra & Jenners, 1984), la que está compuesta por 

cuatro clases de cadenas polipeptídicas designadas por: alfa-S1 caseína, alfa-S2 

caseína, beta-caseína y kappa-caseína (Warner, 1976; Hall, 1971).  
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Si bien las citocinas son los principales reguladores de la hematopoyesis, existen 

evidencias de que estas glicoproteínas no son las únicas que pueden influir en la 

generación de las células sanguíneas, así existen biomoléculas de origen y 

naturaleza distinta a las citocinas que pueden tener efectos similares sobre las 

células hematopoyéticas. En este sentido, diferentes estudios han sugerido que 

las proteínas de la leche pueden estar involucradas en procesos hematopoyéticos 

más allá del aporte de aminoácidos. En efecto, la eliminación de caseína en la 

dieta de ratas y ratones provoca mielosupresión (Stanovi´c & Borani´c, 1996) y 

una dieta privada de proteínas pero suplementada con caseína, favorece la 

hematopoyesis (Aschkenasy, 1971). Es conocido que su eliminación de la dieta 

en ratones induce una producción deficiente de eritrocitos a consecuencia de la 

reducción en la producción de eritropoyetina (Okano et al., 1992).  

Por otro lado, la inyección intraperitoneal de CasNa además de inducir quimiotáxis 

de granulocitos y monocitos (Pasotti et al., 1993), lo cual se ha empleado con 

éxito para estudiar la inflamación de manera controlada, también induce 

acumulación de  actividad estimuladora de colonias en suero y exudado de la 

cavidad peritoneal (Metcalf et al., 1996; Lotem & Sachs, 1983). La inyección 

subcutánea de caseína permite la sobrevivencia de ratones inyectados con dosis 

letales de bacterias, actividad que se debe a la elevación de los niveles del G-CSF 

el cual activa a los granulocito-neutrófilos para eliminar a las bacterias 

(Noursadeghi et al., 2002), acelerando la diferenciación de neutrófilos en banda 

hacia polimorfonucleares en ratón (Santiago-Osorio et al., 2010). Así mismo, el 

CasNa induce activación de la hematopoyesis al incrementar el número de células 

mononucleadas de médula ósea in vivo (Donahue et al., 1986), e inducir un 
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aumento de los precursores de origen mieloide en la médula ósea de ratón 

(Liebermann & Hoffman-Liebermann, 1989),  

Por otro lado, se ha sugerido que la caseína, o algunos de sus componentes, 

producto de su digestión enzimática, pueden ser biomoléculas reguladoras de la 

hematopoyesis más allá del aporte de aminoácidos (Okano et al., 1992;  Cross & 

Gill, 2000). A este respecto se ha encontrado que las subunidades alfa, beta y 

kappa-caseína, constituyentes de la caseína, contienen un número importante de 

péptidos bioactivos, para los que existen receptores en las células mieloides, tanto 

normales como de origen leucémico (Read et al., 1990; Jinsmaa & Yoshikawa, 

1999). Asimismo se han dado evidencias de la presencia de receptores para 

caseína y CasNa, una sal de caseína, en granulocitos y monocitos (Lewis & Van 

Epss, 1983; Hira et al., 2003). Adicionalmente, se ha mostrado que la beta-

caseína activa la producción de radicales libres en granulocitos e induce la 

proliferación de  linfocitos de carnero (Wong et al., 1996) y de linfocitos T de 

pacientes con diabetes tipo 1 y 2 (Cavallo et al., 1996), mientras que péptidos 

derivados de caseína pueden estimular o disminuir la actividad de linfocitos 

(Kayser & Meisel, 1996; Pessi et al., 2001).  

Todos estos elementos muestran que moléculas y péptidos de caseína pueden 

incidir en la regulación de la proliferación y diferenciación de células 

hematopoyéticas normales, así como también en aquellas de origen leucémico; 

teniendo por tanto aplicación terapéutica potencial. En este sentido, recientemente 

se reportó que el CasNa es capaz de bloquear la proliferación de las células 

leucémicas WEHI-3, J774 y P388 in vitro. Inhibe la proliferación de una línea 

celular hematopoyética normal dependiente de IL-3 e induce su diferenciación 

hacia el linaje monocito-macrófago (Ramos et al., 2008), además acelera la 
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diferenciación de neutrófilos en banda hacia polimorfonucleares (Santiago-Osorio 

et al., 2010; Ramos et al., 2004). De manera interesante, el efecto biológico del 

CasNa sobre células hematopoyéticas, es mayor al ejercido por las subunidades 

de caseína de manera individual en el mismo tipo de células (Ramos et al., 2008).  

Por otro lado, en cultivo primario de células de médula ósea, el CasNa sinergiza la 

proliferación de células mononucleadas de médula ósea normal (CMN de MON) 

de ratón en presencia de interleucina 3 recombinante de ratón (rmIL-3) como 

factor de crecimiento (Ledesma-Martínez et al., 2012), mientras que al ser 

administrado intraperitonealmente a un ratón BALB/c sano, además de 

incrementar el índice esplénico, aumenta también el tamaño de los centros 

germinales (Lagunez, 2004) y recientemente se publicó que se promueve la 

granulopoyesis (Domínguez et al., 2012).  

  



 

26 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

En los últimos años nuestro grupo de trabajo ha mostrado que el CasNa inhibe la 

proliferación, induciendo o no la diferenciación, de líneas celulares 

hematopoyéticas normales y leucémicas de ratón. Por otro lado, hemos mostrado 

que coadyuva con la interleucina-3 en la inducción a la proliferación y 

diferenciación de células normales hematopoyéticas de ratón. Sin embargo, 

desconocemos si en un cocultivo de células normales y células leucémicas, el 

CasNa mantiene su capacidad de inducir la proliferación de células 

hematopoyéticas normales al mismo tiempo que inhibe la de células leucémicas. 

Por otro lado, hemos mostrado que la inyección de CasNa promueve la 

granulopoyesis en médula ósea de ratón, lo cual sugiere que al igual que in vitro, 

estimula la hematopoyesis in vivo, no obstante desconocemos si tiene la 

capacidad para bloquear el desarrollo de leucemia in vivo. 
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HIPÓTESIS 

 

Se ha mostrado que el CasNa frena la proliferación de líneas celulares normales y 

leucémicas de ratón, mientras que potencia la proliferación y diferenciación de 

células normales de médula ósea in vitro e in vivo. Por lo anterior, se espera que 

en el  cocultivo de células leucémicas y normales de médula ósea, así como en 

ratones inyectados con células leucémicas WEHI-3, el CasNa bloqueara la 

proliferación de células leucémica en tanto que estimulará la de células 

hematopoyéticas normales. 
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OBJETIVO 

 

 Establecer el cocultivo de células leucémicas WEHI-3 y células normales de 

médula ósea de ratón BALB/c. 

 Evaluar el efecto del caseinato de sodio en la proliferación y viabilidad de 

cocultivos de células leucémicas WEHI-3 y normales de médula ósea de ratón 

BALB/c.  

 Establecer el modelo de leucemia en ratones BALB/c empleando células 

WEHI-3.  

 Analizar el efecto del caseinato de sodio inyectado intraperitonealmente en la 

sobrevivencia de ratones BALB/c leucémicos. 
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MATERIALES Y MÉTODO 

 

Línea WEHI-3 de ratón. Para este trabajo se empleó la línea de leucemia 

mielomonocítica WEHI-3 de ratón. Las células fueron cultivadas en medio de 

cultivo IMDM (Iscove´s Modified Dulbecco´s Médium Gibco BRL, USA) 

suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB) (Gibco BRL, USA) y 1.1 uM 

de -mercaptoetanol (Sigma-Aldrich, St Louis, Mo), a una densidad de 3x104 

células/mL, 37°C y 5% de CO2 con cambio de medio cada 48 h. 

 

Animales. Los procedimientos que involucraron animales fueron llevados a cabo 

de acuerdo con la norma oficial mexicana NOM-062-ZOO-1999, de 

especificaciones técnicas para la producción, cuidado y uso de los animales de 

laboratorio. Ratones hembra BALB/c en condiciones libres de patógenos y 

alimentados con una dieta estándar de laboratorio, fueron alojados en las 

instalaciones del bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, 

Universidad Nacional Autónoma de México. 

 

Obtención de células mononucleadas de médula ósea de ratón. Para la 

obtención de células de médula ósea, un ratón fue sacrificado por dislocación 

cervical obteniendo ambos fémures. La epífisis fue perforada y haciendo fluir 

medio IMDM suplementado con 10 % de SFB se extrajeron las células totales de 

la médula ósea. Posteriormente, se aislaron las células mononucleadas mediante 

gradiente de densidad empleando hystopaque (δ=1.077g/mL) (Sigma-Aldrich, St 

Louis, Mo), evaluándose el número celular por conteo en cámara de Neubauer 
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bajo el microscopio a 10x y la viabilidad por la técnica de exclusión al azul tripano  

(Sigma-Aldrich, St Louis, Mo).  

 

Caseinato de sodio  (CasNa). El CasNa (Spectrum USA) se solubilizó en PBS 

(solución estabilizadora de fosfatos) y esterilizó por autoclave, preparando una 

solución patrón de 100 mg/mL. Para los estudios in vitro se realizaron diluciones 

en PBS para llegar a las concentraciones de 0.5, 1 y 2 mg/mL. En los estudios in 

vivo, se administró 1 mL de CasNa al 10 % (p/v) en PBS por vía intraperitoneal 

(i.p.) cada 48 h.  

 

Proliferación. Para evaluar la proliferación celular 2.0x104 células WEHI-3 o 

1.0x105 CMN se cultivaron durante 72 o 120 h (CMN), con o sin CasNa en placas 

de 24 pozos (Costar, USA). Después de este tiempo, el cultivo se fijó con 

glutaraldehído (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) al 1.1% y se tiñó con cristal violeta 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) en ácido fórmico al 0.1%. El colorante se solubilizó 

con ácido acético al 10% y la absorbancia se determinó con un lector de placas 

TECAN (TECAN Spectra, Switzerland) a 570 nm.  

 

Viabilidad celular. Para determinar la presencia de necrosis en las células WEHI-

3 y CMN, después del cultivo, una muestra celular en proporción 1:1 con colorante 

azul tripano se evaluó  por conteo directo en una cámara de Neubauer, 

expresándose el porcentaje de células vivas (refractantes) en oposición a las 

células muertas (teñidas de azul) respecto al número celular total. 

Adicionalmente, la actividad metabólica como parámetro de viabilidad celular en 

cultivos de células WEHI-3, CMN o cocultivo de ambas, se cuantificó mediante el 



 

31 

CellTiter 96® Aqueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega 

Madison, USA), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Brevemente, 

después de 120 h con o sin CasNa, se adicionaron 20 ul de CellTiter 96® 

AQueous One Solution Reagent a la placa y se incubó durante 4 h dentro de la 

incubadora. Posteriormente, se determinó la absorbancia a 490 nm en un lector de 

placas de 96 pozos TECAN (TECAN Spectra, Switzerland).  

 

Establecimiento de cocultivo de células WEHI-3 y CMN. Las células WEHI-3 

fueron cultivadas en placas de 24 pozos (Corning NY, USA) a una densidad inicial 

de 3.0x103, 1.0x103, 0.75x103 o 0.5x103 células/mL y la proliferación y viabilidad 

se evaluó a las 120 h como se indicó previamente. 

Una vez determinada la densidad inicial que permitía cultivar hasta por 120 h las 

células WEHI-3 con más de 90% de viabilidad, se estimularon con CasNa, tan sólo 

0.75x103 células/mL en las condiciones especificadas para el cultivo de CMN, es 

decir 15% de SFB, 5% de suero equino (SE) y 5 ng/mL de interleucina 3 

recombinante de ratón (rmIL3) como factor de crecimiento y la proliferación celular 

se evaluó después de 120 h de cultivo. 

Verificado el efecto inhibitorio de CasNa sobre las células WEHI-3 a pesar de la 

adición rmIL-3, se cultivaron células WEHI-3, CMN (1.0x105 CMN/mL) o cocultivo 

de ambas (0.75x103 células WEHI-3/mL mas 0.5x103 CMN/mL) por 120 h en 

presencia o ausencia de CasNa y se evaluó la proliferación y viabilidad como se 

indica previamente.  

 

Morfología. La diferenciación morfológica de cultivos individuales de WEHI-3, 

CMN y cocultivo de ambas se evalúo en citocentrifugados sobre un portaobjetos. 
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Brevemente, se dejó secar por 5 minutos y posterior a su fijación con metanol se 

tiñó por 5 minutos con el colorante Wright (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Los 

criterios para determinar el estadio de diferenciación fue el descrito por Diggs, 

1971; Cartwright, 1973 y McDonald et al., 1998.  

 

Progenitores de granulocitos: 

Mieloblastos: células con núcleo redondo y cromatina laxa con uno o más nucléolos (5 y 

menos es la regla) con alta relación núcleo citoplasma. El núcleo ocupa alrededor del 75% 

de la célula, es redondo o ligeramente ovalado, se tiñe de color rojo púrpura y tiene un 

patrón de cromatina muy fina. Citoplasma de volumen pequeño, aspecto suave no 

granular y manchas moderadas de color azul.  

Promielocitos: células con núcleo redondo y excéntrico, ocupa más de la mitad de la 

célula. La cromatina sigue siendo fina, pero es más gruesa (densa) que en mieloblastos. 

Un nucléolo prominente o 2 a 3 que se desvanecen. Citoplasma azul pálido a basófilo 

dependiendo de la cantidad de RNA presente. Número variable de gránulos azurófilos 

grandes, de color azul a rojo-púrpura (rojo-violeta) que se disponen alrededor del núcleo 

dejando una zona más clara y agranular, que corresponde a la zona centrosómica. 

Mielocitos: células con núcleo excéntrico o céntrico redondo u ovalado. Cromatina más 

densa y gruesa condensada en cúmulos de color violeta oscuro.  Puede estar indentado, 

similar al metamielocito. No hay nucléolos visibles. El citoplasma se tiñe con menor 

intensidad (ha perdido toda su basofilia) y son visibles parches de color azul en el borde 

del citoplasma donde el RNA es todavía presente. Granulación secundaria específica colo 

rojo ladrillo (eosinofilos), negro o azul (basofilos) o lila (neutrofilos). 

Metamielocitos: células con núcleo azul oscuro a violeta reniforme al iniciar su indentación 

con la parte convexa hacia la periferia y la cóncava hacia el centrosoma. Cromatina 

condensada en numerosos cúmulos cromáticos. Nucleolos ausentes. Citoplasma de 
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moderado a abundante con algunos gránulos primarios. Aunque ha perdido todo rastro de 

color azul (basofilia), puede contener un color azul claro y pocas zonas de color rosa. 

Granulación secundaria específica de color rosa a púrpura, distribuida uniformemente 

 

Progenitores de monocitos: 

Monoblasto: células de núcleo ovoide, redondo o irregular con una luz, color púrpura-azul. 

Puede ser céntrico o excéntrico. Cromatina muy laxa con la apariencia de encaje. 

Generalmente más de 5 nucléolos o solo uno muy grande o dos es lo común. Citoplasma 

agranular y mas abundante que en mieloblastos, intensamente (moderadamente) basófilo, 

tonalidad azul plomiza (gris).   

Promonocito: célula de núcleo ovoide pero también doblado, de forma retorcida, tortuoso, 

irregular o indentado (profundo). Una característica distintiva es la existencia de un 

pliegue central prominente conocido como “aspecto de gorra”. Cromatina más 

condensada, pero todavía conserva rasgos finos y de encaje. Uno o dos nucléolos 

visibles. Citoplasma abundante y no granular (de existir gránulos son azurófilos rojo-

azulados), con el aspecto de vidrio esmerilado intensamente basófilo (riqueza de 

poliribosomas). Es posible ver partículas rojas similares a polvo. 

 

Células granulocíticas maduras: 

Células en banda (Stab): células de núcleo con indentación adicional que le hace tomar la 

forma de  “C” o “S”. Es tan retorcido que los filamentos no se pueden ver, pero conserva 

su forma característica. Nucléolos ausentes. Citoplasma de color rosa pálido y gránulos 

lilas pero no azul-rosa. 

Granulocito segmentado o neutrófilo polimorfonuclear (PMN): células de núcleo 

abundante,  puede contener gránulos primarios. Son característicos granulos secundarios 

de color rosado  a rosa-violeta. Citoplasma lobulado, cada lóbulo picnótico  (cromatina 
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muy densa y en grumos)  está conectado por un delgado filamento. El número de 

filamentos normalmente van de dos a cinco. 

 

Células monocíticas maduras:  

Monocito: célula cuyo núcleo tiende a plegarse, o adquirir forma variable (fetal). Cromatina 

densa, de color azul-púrpura, con patrón reticular fino. Nucléolos presentes en el 50% de 

los núcleos pero invisibles. Citoplasma abundante de color gris-azulado, aún con 

apariencia de vidrio esmerilado y borde irregular que puede formar seudópodos romos. 

Puede presentar vacuolas y ser numerosas en células fagocíticas activas. Gránulos 

azurófilos de color rojo “polvo fino”, distribuidos de manera uniforme. 

Macrófago: célula de núcleo pequeño con relación al citoplasma, adopta una forma 

variable (redondeada, oval, incurvada, bilobulada) situándose generalmente, en un 

extremo de la célula. La cromatina, típicamente reticulada, puede contener uno o dos 

nucleolos de tonalidad basófila. El citoplasma incoloro o débilmente basófilo se caracteriza 

por su gran extensión y por sus límites imprecisos. Algunas veces puede contener 

abundante granulación azurófila y vacuolas. 

 

Análisis de fragmentación del DNA. La detección de DNA 

fragmentado/degradado en las células tratadas o no con CasNa se realizó como 

se describe en Ramírez-Ortega et al., 2006. Brevemente, 1x106 de células WEHI-

3, CMN o cocultivo de ambas, fueron sometidas a lisis con NaCl 10mM pH 8.0, 

EDTA 25 mM pH 8.0, Tris-Cl 10 mM pH 8.0,  SDS 0.5% p/v y 0.1 mg/mL de 

proteinasa K durante 4 horas  a 37.5°C con agitación. Posteriormente, se 

añadieron 7.5 µL de ribonucleasa A (Sigma Aldrich, USA) por 1 hora a 37.5°C; 

pasado este  tiempo al DNA se le agregaron 300 µL de  fenol-cloroformo-alcohol 

isoamilico 25:24:1 y se mezcló por  vortex durante 60 segundos, a continuación se 
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centrifugó a 18000 rpm durante 30 minutos a 4°C; pasado este  tiempo se  

recuperó la fase orgánica a la cual se le adicionó 900 µL de acetato de sodio 3.0 M 

pH 5.2  y 600 µL de isopropanol a 4°C, se combinó por inversión durante 1 minuto 

y se recuperó por  centrifugación a 18000 rpm durante 30 minutos a 4°C, el  botón 

se resuspendió en 20 µL de buffer TE (EDTA 0.5 M pH 8.0, Tris-Cl 1M pH 8.0, 

agua DEPC) se dejó reposar 12 h y enseguida se analizó la integridad del DNA 

por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% adicionado con  50 µL de BrEt 10 

mg/mL. Se colocaron 8 μl del producto y 2 µl de colorante (Loading Buffer al 1%) 

utilizando una cámara de electroforesis (Electroforetic gel system, VWR) a voltaje 

constante de 100 volts durante 60 minutos. El gel fue visualizado en un 

transiluminador UV (FotoDyne) y se fotografiaron geles representativos. 

 

Modelo de leucemia en ratones BALB/c empleando células WEHI-3. Para 

establecer el modelo de leucemia in vivo, células WEHI-3 en cultivo se lavaron dos 

veces con PBS, se confirmó que la viabilidad fuera igual o superior al 95 %, y se 

ajustó una concentración de células de 1.0x105, 2.5x105, 5.0x105 o 1.0x106 células 

WEHI-3 en 500 uL de PBS como vehículo para ser inoculadas 

intraperitonealmente (i.p.) a ratones hembra BALB/c de 8 a 12 semanas de edad. 

Se construyeron grupos experimentales con 10 ratones y se dio seguimiento a la 

supervivencia durante 40 días. Se determinó la sobrevivencia, comportamiento y 

estado general de salud cada tercer día y adicionalmente la leucemia fue 

confirmada por necropsia. El bazo, hígado y tumores sólidos fueron diseccionados 

y pesados para posteriormente, determinar el índice respectivo como el cociente 

del peso del órgano sobre el peso corporal.  
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Electroporación de células WEHI-3 con el vector pEGFP-C1. Para verificar la 

presencia de células leucémicas en la médula ósea, se electroporaron células 

WEHI-3 con el vector pEGFP-C1 (Clontech). Brevemente, cultivos al 60 % de 

confluencia se cosecharon y lavaron con IMDM-GlutaMAX-I (Gibco-BRL, CA, 

EE.UU.) a temperatura ambiente. Posteriormente,  se incubó el botón celular 

(5x106 células/mL) por 5 min con o sin 5 ug de pEGFP-C1 en 0.8 ml de medio de 

electroporación hipoosmolar Opti-MEM (Gibco-BRL, CA, EE.UU.) a 4°C. En 

seguida, se electroporó a 250 V con un Multiporator (Eppendorf AG, Hamburgo, 

Alemania) en cubetas de electroporación desechables estériles (0.8 mL) con una 

diferencia de 4 mm entre los electrodos de aluminio embebidos (Eppendorf AG, 

Hamburgo, Alemania) y 8 minutos después del pulso eléctrico, las células se 

transfirieron suavemente a 4 mL de IMDM-GlutaMAX-I suplementado con FBS al 

10% y se mantuvieron a 37°C y 5% de CO2 más 0.35 mg/mL de geneticina 

(Invitrogen) como antibiótico de selección durante 2 semanas. Posteriormente, las 

células fueron mantenidas en IMDM suplementado al 10% de SFB más  0.35 

mg/mL de geneticina hasta su uso. 

 

Identificación de células WEHI-3 in vivo. Se tomó una muestra de cultivo de 

células WEHI-3 seleccionadas con geneticina y se verificó en cajas terasaki 

(Sarstedt, Alemania) bajo un microscopio de fluorescencia la marca fluorescente y 

posteriormente se ajustó la concentración de células WEHI-3 a 1x106 células y se 

inocularon i.p. como se indica previamente. 24 h después, se recuperaron las 

células de la médula ósea de ambos fémures. Se obtuvieron células 

mononucleadas por gradiente de Histopaque como se indica antes y una muestra 

celular se visualizó en un microscopio de fluorescencia.  
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Alternativamente, se inocularon 2.5x105 células WEHI-3 como se indica 

previamente y 24, 48, 72 h y 10 días después se recuperaron las CMN de ambos 

fémures llevándolas a cultivo in vitro en ausencia de rmIL-3 como factor de 

crecimiento exógeno y la proliferación se evaluó a los 120 h como se indicó antes. 

 

Actividad antileucémica del CasNa en ratones BALB/c. Se indujo leucemia en 

ratones hembra BALB/c como se indicó previamente y se dividieron en grupos 

experimentales con 10 ratones cada uno. Se administró 1 ml de vehículo o CasNa 

al 10 % (p/v) cada 48 h durante 40 días dando seguimiento a la sobrevivencia. 

Adicionalmente se determinaron los índices hepático, esplénico y tumoral así 

como la presencia de células WEHI-3 en la médula ósea de ratones leucémicos 

con o sin tratamiento de CasNa, en función de la capacidad de células 

mononucleadas de proliferar in vitro en ausencia de rmIL-3. 
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RESULTADOS 

 

EL CasNa INHIBE LA PROLIFERACIÓN E INDUCE DIFERENCIACIÓN 

MONOCÍTICA, PERO NO ALTERA LA VIABILIDAD DE CÉLULAS 

LEUCÉMICAS WEHI-3 A 72 h DE CULTIVO. 

Para confirmar que el CasNa inhibe la proliferación de la línea de leucemia 

mielomonocítica de ratón WEHI-3, cultivamos las células por 72 h sin y con 

diferentes concentraciones de CasNa y evaluamos tanto la proliferación por cristal 

violeta, como la viabilidad por exclusión al azul tripano y el estado de 

diferenciación celular en un citocentrifugado teñido con Wright. Encontramos que 

en presencia de 0.5, 1.0 y 2.0 mg/mL el CasNa inhibe la proliferación de manera 

significativa a partir de los 0.5 mg/mL (Figura 5A), y en ninguna concentración 

altera la viabilidad (Figura 5B). Es interesante mencionar que a 2.0 mg/mL induce 

fuertemente la transición de células blásticas (Figura 6A) hacia células 

monocíticas (Figura 6B).  
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Figura 5. CasNa inhibe la proliferación pero no altera la viabilidad de células WEHI-3 a 72 h de cultivo. A) 
Proliferación y B) viabilidad de células WEHI-3 en presencia de diferentes concentraciones de CasNa o solo 
PBS como vehículo (0 mg/mL). Evaluación por cristal violeta en A y exclusión al azul tripano en B. Cada punto 
representa la media +/- desviación estándar de 3 ensayos independientes. Significancia estadística * p<0.05 
respecto a control (0 mg/mL) en el ANOVA Dunnet.  
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A B 

  
 
Figura 6. Morfología de células WEHI-3 después de 72 h de cultivo. Imagen representativa de células WEHI-
3 sin y con 2 mg/mL de CasNa (A y B respectivamente). Tinción con Wright 100x. Se muestran formas 
blásticas en A y las flechas en B, indican las formas monocíticas referidas en el texto. 

 

 

EL CasNa POTENCIA LA PROLIFERACIÓN Y DIFERENCIACIÓN SIN 

REDUCIR LA VIABILIDAD DE CÉLULAS MONONUCLEADAS DE MÉDULA 

ÓSEA NORMAL A 120 h DE CULTIVO. 

Posteriormente evaluamos si el CasNa tenía el mismo efecto inhibidor sobre CMN 

cuando éstas eran cultivadas durante 120 h en presencia de su inductor a la 

proliferación el rmIL-3 a 5 ng/mL. Encontramos que a las concentraciones de 

CasNa en que se inhibió la proliferación de células leucémicas WEHI-3, se 

potencía aquella de las CMN (Figura 7A y B).  

Morfológicamente los cultivos de CMN con rmIL-3 en ausencia de CasNa 

presentan formas blásticas, precursores de granulocitos, células maduras en 

banda y monocitos (Figura 8A), pero con CasNa se observa un incremento en el 

número de monocitos, al mismo tiempo que se acentúan las características 

distintivas de este linaje, como son la forma irregular, reducción en el tamaño del 

núcleo y la presencia de vacuolas (Figura 8B). 
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Figura 7. CasNa potencia la proliferación de células mononucleadas de médula ósea normal sin reducir la 
viabilidad a 120 h de cultivo. A) Proliferación y B) viabilidad de CMN, en presencia de diferentes 
concentraciones de CasNa o solo PBS como vehículo (0 mg/mL). Evaluación por cristal violeta en A o 
exclusión al azul tripano en B. Cada punto representa la media +/- desviación estándar de 3 ensayos 
independientes. Significancia estadística * p<0.05 respecto a control (0 mg/mL) en el ANOVA Dunnet. 
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Figura 8. Morfología de CMN después de 120 h de cultivo. Imagen representativa de células 
mononucleadas en presencia de 5 ng/mL de rmIL-3 sin y con 2 mg/mL de CasNa (A y B respectivamente). 
Tinción con Wright 100x.  

 

 

Estos datos sugieren que el CasNa tiene un efecto opuesto en lo que respecta a la 

inducción a la proliferación sobre células leucémicas y hematopoyéticas normales. 

Como en la médula ósea de un paciente con leucemia coexisten tanto células 

malignas como normales, nos preguntamos si el efecto diferencial de CasNa, se 
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conservaría al ser aplicado en ésta. Para ello diseñamos un cocultivo de células 

mononucleadas normales con leucémicas WEHI-3, lo cual implica que en un 

mismo pozo de cultivo se den condiciones favorables para la proliferación de 

ambos tipos celulares y que la evaluación del efecto que pudiera tener el CasNa 

se pudiera evaluar al  mismo tiempo.  

 

 

LA DENSIDAD DE 0.5x103 CÉLULAS LEUCÉMICAS WEHI-3/mL INICIALES, ES 

SUFICIENTE PARA OBTENER PROLIFERACIÓN A 120 h CON VIABILIDAD 

IGUAL AL 90%. 

En trabajos previos hemos mostrado que para evaluar la proliferación de CMN en 

presencia de rmIL-3 se necesitaban como mínimo 120 h de cultivo con 5 ng/mL de 

este factor inductor; en cambio para mantener en proliferación a WEHI-3 solo se 

necesitaban de 72 h, por lo que fue necesario para establecer las condiciones 

cocultivo de ambos tipos celulares determinar la densidad inicial de WEHI-3 para 

poderla mantener en proliferación por 120 h con células viables (viabilidad mayor 

al 90%). 

Para conocer la densidad óptima inicial de WEHI-3, se cultivaron de 0.5x103 a 

3.0x103 células WEHI-3/mL por 120 h y se evaluó la proliferación y viabilidad por 

conteo directo en una cámara de Neubauer y por exclusión al azul tripano 

respectivamente. Encontramos que 0.5, 0.75 y 1.0x103 células WEHI-3/mL 

iniciales son suficientes para obtener proliferación a 120 h con viabilidad igual o 

mayor al 90% (Figura 9A y B), mientras que con 2.0 y 3.0x103 células/mL la 

viabilidad disminuyó importantemente hasta ser menor al 10% con 3.0x103. 

Considerando que a partir de 1.0x103 células/mL, el medio de cultivo se 
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encontraba con un pH ácido que se sabe no permite la continua proliferación de 

estas células y que la superficie de cultivo ya estaba saturada, se eligió a 0.75x103 

células/mL como densidad celular inicial para los nuestros ensayos posteriores de 

proliferación.  
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Figura 9. 0.5x10
3
 células WEHI-3/mL iniciales son suficientes para obtener proliferación a 120 h con 

viabilidad igual al 90 %. A) Proliferación y B) viabilidad de células WEHI-3 en diferentes densidades iniciales. 
Evaluación por cristal violeta y exclusión al azul tripano respectivamente. Cada punto representa la media 
+/- desviación estándar de un ensayo representativo. Significancia estadística * p<0.05 respecto a control 
(0.5x10

3
 células WEHI-3/mL) en el ANOVA Tukey. 

 

 

EL CasNa INHIBE LA PROLIFERACIÓN Y VIABILIDAD DE CÉLULAS 

LEUCÉMICAS WEHI-3 A 120 h DE CULTIVO, INDEPENDIENTEMENTE DE LA 

PRESENCIA DE rmIL-3. 

Una vez que se determinó en nuestras condiciones de cultivo la densidad celular 

inicial de WEHI-3 para cultivos a 120 h para mantener a las células en 

proliferación y viables, analizamos si el CasNa a 2.0 mg/mL inhibía la proliferación 

en este tiempo, tanto en presencia, como ausencia de rmIL-3. Encontramos que 

en efecto se produjo una importante inhibición. De manera notable, observamos 
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que el CasNa disminuyó la viabilidad de los cultivos de células WEHI-3 en un 80% 

con o sin rmIL-3 (Figuras 10A y B).  
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Figura 10. CasNa inhibe la proliferación y viabilidad de WEHI-3 a 120 h de cultivo, independientemente de 
la presencia de rmIL-3. A) Proliferación y B) viabilidad de células WEHI-3 en ausencia (0 ng/mL rmIL-3) o  
presencia de rmIL-3 (5 ng/mL rmIL-3) sin y con 2 mg/mL de CasNa (PBS y CasNa respectivamente). 
Evaluación por cristal violeta en A y exclusión al azul tripano en B. Cada punto representa la media +/- 
desviación estándar de un ensayo representativo. Significancia estadística * p<0.05 respecto a PBS en el 
ANOVA Dunnet. 

 

 

EL CasNa INHIBE LA PROLIFERACIÓN DE CÉLULAS LEUCÉMICAS WEHI-3 

PERO POTENCÍA LA DE CÉLULAS MONONUCLEADAS DE MÉDULA ÓSEA 

NORMAL Y DEL COCULTIVO DE AMBAS, MANTENIENDO LA ACTIVIDAD 

METABÓLICA.  

Cuando evaluamos la proliferación tanto de WEHI-3, de las CMN, como de los 

cocultivos de ambas en presencia de rmIL-3, observamos que la proliferación 

inducida era similar cuando se usó CMN o en los cocultivos y que además este 

factor inducía fuertemente la proliferación de WEHI-3. Cuando los cultivos se 

hicieron en presencia de 2.0 mg/mL de CasNa observamos que se potenció la 

proliferación tanto de CMN como del cocultivo con WEHI-3, pero se inhibió aquella 

en el cultivo con solo WEHI-3 (Figura 11A). 
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De manera sorprendente sólo en los cocultivos se presentó una significativa 

pérdida de viabilidad celular (Figura 11B). A pesar de que encontramos un número 

celular similar en los cultivo con CMN y en los cocultivo, estos últimos al tener una 

menor reducción de MTS nos sugiere que presentan una disminución en su 

actividad metabólica.  
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Figura 11. CasNa inhibe la proliferación de WEHI-3 pero potencía la de mononucleadas de médula ósea 
normal y del cocultivo de ambas manteniendo la actividad metabólica. A) Proliferación y B) actividad 
metabólica de células WEHI-3, CMN y cocultivo de ambas (CC) en presencia de 5 ng/mL de rmIL-3 más 2 
mg/mL de CasNa o solo PBS como vehículo. Evaluación por cristal violeta y MTS respectivamente, la 
absorbancia fue leída a 570 nm. Cada punto representa la media +/- desviación estándar de 3 ensayos 
independientes. Significancia estadística * p<0.05 en el ANOVA Tukey. 

 

 

EL CasNa INDUCE SOBRE LAS CÉLULAS LEUCÉMICAS WEHI-3, CÉLULAS 

MONONUCLEADAS DE MÉDULA ÓSEA NORMAL Y EL COCULTIVO DE 

AMBAS DIFERENTES CARACTERÍSTICAS DE DIFERENCIACIÓN.  

Al observar el cocultivo sin CasNa (Figura 12E), hay una mayor proporción de 

células adheridas en comparación a los cultivo individuales de WEHI-3 y CMN, lo 

cual se incrementa en presencia de CasNa (Figura 12B y C respectivamente). 

Llama la atención que en los cultivos individuales de células WEHI-3, el CasNa 

indujo agregación de las células en suspensión (Figura 12B).  
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Para tener una mejor descripción de la morfología de las células, se realizaron 

citocentrifugados y se tiñeron con Wright. En los cultivos con WEHI-3 en ausencia 

de CasNa se observó que se disminuye el número de formas blásticas, 

evidenciado por la reducción en el tamaño del núcleo, menor intensidad de tinción 

citoplasmática y aparición de regiones condensadas de cromatina, lo que sugiere 

compromiso de diferenciación (Figura 13A).  

De manera interesante, en presencia de CasNa hay una reducción generalizada 

en el tamaño de las células y picnosis nuclear en formas que sugieren apoptosis 

(Figura 13B).  Por otro lado, en el cultivo de sólo CMN con rmIL-3 se observan 

formas blásticas, precursores de granulocitos, células maduras en banda y 

monocitos (Figura 13C), y con CasNa, se acentúa la forma irregular, mayor 

proporción del citoplasma respecto al núcleo y la presencia de vacuolas (Figura 

13D).  

Por su parte llama la atención que en el cocultivo tanto con o sin CasNa, 

prevalecen las células maduras en banda y monocitos típicos de la CMN, pero no 

células con  características morfológicas similares a WEHI-3. Es más en presencia 

de CasNa tampoco se observaron células de tamaño reducido y picnóticas como 

ocurre en los cultivos de WEHI-3 más CasNa (Figura 13B). 

  



 

46 

A) WEHI-3 + PBS B) WEHI-3 + CasNa 

  
C) CMN + PBS D) CMN + CasNa 

  
E) CC + PBS F) CMN + CasNa 

  
 
Figura 12. Cultivos de WEHI-3, mononucleadas de médula ósea normal y cocultivo de ambas con 5 ng/mL 
de rmIL-3 a 120 h de cultivo.  A y B) células WEHI-3, C y D) CMN o E y F) cocultivo de ambas 
respectivamente. Imágenes representativas a 20x.  
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A) WEHI-3 + PBS B) WEHI-3 + CasNa 

  
C) CMN + PBS D) CMN + CasNa 

  
E) CC + PBS F) CMN + CasNa 

  
 
Figura 13. Diferenciación de WEHI-3, mononucleadas de médula ósea normal y cocultivo de ambas con 5 
ng/mL de rmIL-3 a 120 h sin y con CasNa. A y B) células WEHI-3, C y D) CMN, E y F) cocultivo de ambas 
respectivamente sin y con 2 mg/mL de CasNa respectivamente. Imágenes representativas a 100x.   
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EL CasNa INDUCE FRAGMENTACIÓN DEL DNA EN CÉLULAS LEUCÉMICAS 

WEHI-3 Y COCULTIVO PERO NO EN MONONUCLEADAS DE MÉDULA ÓSEA 

NORMAL.  

Cuando analizamos si existe fragmentación del material genético de todos los 

cultivos en presencia de CasNa, observamos que aunque existe en los cultivos de 

WEHI-3 una importante presencia del patrón de DNA ladder característico de 

células apoptóticas, en los cocultivos esta característica apoptótica estaba 

fuertemente reducida. (Figura 14). De manera interesante este patrón de 

degradación de material genético en escalera encontrado en los cultivos con 

WEHI-3 en presencia de CasNa, concuerda con la evidente picnosis 

morfológicamente detectada en los citocentrifugados (Figura 13B).  

 

 

 
 

Figura 14. CasNa induce fragmentación del DNA en células WEHI-3 y cocultivo pero no en mononucleadas 
de médula ósea normal. Integridad del DNA de cultivos de células WEHI-3, CMN o cocultivo de ambas en 
presencia de 5 ng/mL de rmIL-3. Marcador de peso molecular (bp); CasNa (2 mg/ml de CasNa).  Los 
resultados son representativos de 2 experimentos por separado usando electroforesis en gel de agarosa. 
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Nuestros datos sugieren que el CasNa in vitro inhibe la proliferación, así como 

estimula la inducción a la apoptosis de células leucémicas en cocultivos con CMN, 

por lo que podríamos suponer que este efecto se pudiera también presentar in 

vivo, para verificarlo se reprodujo un modelo de ratón ampliamente usado para 

analizar el potencial antileucémico de moléculas en investigación (Shcheblyakov 

et al., 2011; Gidali et al., 2001).  

 

 

LA INOCULACIÓN i.p. DE CÉLULAS LEUCÉMICAS WEHI-3 A RATONES 

BALB/c, ES LETAL INDEPENDIENTEMENTE DEL TAMAÑO DE INÓCULO.  

Para establecer bajo nuestras condiciones experimentales el modelo de leucemia 

de WEHI-3 en ratones BALB/c, inoculamos por vía intraperitoneal (i.p.) 1.0x105, 

2.5x105, 5.0x105 o 1.0x106 células WEHI-3/500 uL y dimos seguimiento a la 

sobrevivencia por 40 días y observamos la aparición de las tres manifestaciones 

de enfermedad más comúnmente descritas para este modelo de leucemia que 

son: generación de tumores sólidos, hepatomegalia y esplenomegalia. En cuanto 

a la sobrevivencia, encontramos que independientemente del número de células 

WEHI-3 inoculado, se induce la muerte de todos los ratones (Figura 15) sin 

embargo, mientras que 1.0x106 células WEHI-3 induce la muerte antes de 25 días, 

se requieren 10 días más para conseguir la misma mortalidad con 5.0x105, 

2.5x105 o 1x105 células WEHI-3.  

  



 

50 

 

 
 
Figura 15. La inoculación i.p. de células WEHI-3 a ratones BALB/c, es letal independientemente del tamaño 
de inóculo. Sobrevivencia de ratones hembra BALB/c de 8 a 12 semanas de edad, inoculados con diferentes 
concentraciones de células WEHI-3 en 500/uL de PBS como vehículo. () control de vehículo sin células 
leucémicas () 1x10

6
 células leucémicas WEHI-3, () 5x10

5 
células leucémicas WEHI-3, (▲) 2.5x10

5 
células 

leucémicas WEHI-3, y () 1x10
5 

células leucémicas WEHI-3. Kaplan-Meier. n=5 por grupo. 

 

 

LA INOCULACIÓN i.p. DE CÉLULAS LEUCÉMICAS WEHI-3 A RATONES 

BALB/c, INCREMENTA LOS ÍNDICES HEPÁTICO, ESPLÉNICO E INDUCE LA 

FORMACIÓN DE TUMORES SÓLIDOS.   

Al analizar las manifestaciones de enfermedad encontramos que 5.0x105, 2.5x105 

y 1x105 pero no 1.0x106 células WEHI-3, inducen la formación de tumores sólidos. 

Respecto a la generación de hepatomegalia, evaluada como el cociente del peso 

del hígado sobre el peso corporal (índice hepático), encontramos que únicamente 

2.5x105 células WEHI-3 lo incrementan de manera significativa respecto al peso 

del hígado de ratones sin inoculación de células WEHI-3. Por otro lado, la 

esplenomegalia evaluada como el cociente del peso del bazo sobre el peso 

corporal (índice esplénico), es inducida con 2.5x105 y 1.0x105 respecto al peso del 

bazo de ratones sin inoculación de células WEHI-3 (Figura 16). Por lo anterior, se 

decidió que 2.5x105 células WEHI-3 fuese el tamaño de inóculo para inducir el 

modelo de leucemia en ensayos posteriores.  
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 PBS WEHI-3 

 ----- 1x10
6
 5x10

5
 2.5x10

5
 1x10

5
 

Índice hepático 0.058±0.015 0.072±0.003 0.073±0.023 0.128±0.049 a 0.071±0.033 

Índice esplénico 0.004±0.001 0.005±0.000 0.007±0.001        0.009±0.001 a 0.008±0.002 a 

Índice tumoral ND ND 0.051±0.011 a 0.077±0.024 a 0.017±0.010 a 

 
Figura 16. La inoculación i.p. de células WEHI-3 a ratones BALB/c, incrementa los índices hepático, 
esplénico e induce la formación de tumores sólidos.  Análisis post-necropsia del peso de hígado, bazo y 
tumor en ratones sin y con inoculación de células WEHI-3. Índice hepático, índice esplénico, índice tumoral, 
ND no detectado. Se presenta la media +/- desviación estándar de 5 ratones BALB/c por grupo. Significancia 
estadística * p<0.05 a es diferente respecto a control (PBS) en ANOVA Dunnet. 

 

 

LAS CÉLULAS LEUCÉMICAS WEHI-3 INOCULADAS i.p. A RATONES BALB/c 

SE ESTABLECEN EN LA MÉDULA ÓSEA. 

Se ha demostrado que células WEHI-3 inoculadas i.p. pueden llegar a 

establecerse en la MO de ratones BALB/c (Gamba-Vitalo et al., 1989; Gidali et 

al., 2001). Para verificar que bajo nuestras condiciones experimentales, las células 

WEHI-3 inoculadas por esta vía alcanzan la MO antes de iniciar el tratamiento i.p. 

de CasNa, las células WEHI-3 fueron transfectadas por electroporación con el 

vector pEGFP-C1, el cual otorga resistencia al antibiótico geneticina y expresa de 

manera constitutiva la proteína verde fluorescente GFP, permitiéndonos identificar 

las células WEHI-3 del resto de las células de la MO de encontrarse en ella. Luego 

de una semana de selección en cultivo in vitro por resistencia al antibiótico 

geneticina, las células WEHI-3 positivas para fluorescencia fueron inoculadas i.p. a 

una densidad de 1.0x106 células/ratón y 24 h después, se obtuvieron las células 

totales de la MO de un fémur. Al observar un citocentrifugado a 40x en un 

microscopio de fluorescencia, se identificaron células verde fluorescentes (Figura 

17) lo que demuestra que las células WEHI-3 se encontraban en la MO.  
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Imagen de microscopia en 
contraste de fases 

Imagen de microscopia de 
fluorescencia 

 
 

Figura 17. Las células leucémicas WEHI-3/GFP+ alcanzan la médula ósea, 24 h después de ser inoculadas 
i.p. a ratones BALB/c. ratones BALB/c de 12 semanas de edad fueron inoculados i.p. con 1x10

6
 células 

WEHI-3 en 500 uL y 24 horas se obtuvieron las células mononucleadas a  partir de las células totales de la 
médula ósea. Imagen representativa a 40x. 

 

 

Gidali et al., mostraron que células extraídas de la MO de ratones inoculados con 

células WEHI-3, son capaces de proliferar in vitro en ausencia de factores de 

crecimiento (Gidali et al., 2001), nos preguntamos si bajo nuestras condiciones 

CMN de MO de ratones inoculados con células WEHI-3, proliferaban in vitro en 

ausencia de rmIL-3 como inductor de proliferación. Por lo anterior inoculamos i.p. 

dos grupos de ratones con 2.5x105 células WEHI-3 o sólo vehículo (PBS) 

respectivamente y 1, 2, 3 y 10 días después, se obtuvieron CMN de MO de un 

ratón de cada grupo. Estas células fueran cultivadas por 120 h en ausencia y 

presencia de 5 ng/mL de rmIL-3 y posteriormente, se analizó la proliferación. Se 

encontró que las CMN de ratones inoculados con sólo vehículo proliferan in vitro 

únicamente en presencia de rmIL-3. Las CMN de ratones inoculados con células 

WEHI-3 extraídas de MO 1, 2 y 3 días después de la inoculación necesitan de la 

adición de rmIL-3 para proliferar, por el contrario si son extraídas 10 días después, 

son capaces de proliferar en ausencia de rmIL-3, (Figura 18 y 19A1).  
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Figura 18. Células mononucleadas de médula ósea de ratones inoculados i.p. con células WEHI-3, 
proliferan in vitro en ausencia de rmIL-3. Proliferación de CMN obtenidas de ratones inoculados o no, con 
células WEHI-3 en ausencia o presencia de 5 ng/mL de mIL-3 (PBS o rmIL-3 respectivamente). Cada punto 
representa la media +/- desviación estándar de al menos 3 ensayos independientes. Significancia estadística 
* p<0.05 en el ANOVA Dunnet.  

 

A) CMN CONTROL + PBS B) CMN CONTROL + rmIL-3 

  
C) CMN LEUK + PBS D) CMN LEUK + rmIL-3 

  
 
Figura 19. Cultivos de CMN provenientes de médula ósea de ratones control o leucémicos, sin y con 5 
ng/mL de rmIL-3 durante 96 h de cultivo. Cultivos de CMN de ratones inoculados i.p. con sólo PBS (cmn 
CONTROL) o células WEHI-3 (CMN LEUK) en ausencia o presencia de rmIL-3 (PBS y rmIL-3 respectivamente). 
Las elipsis en B1 indican la presencia de agregados celulares.Imagen representativa a 20x.  
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EL CasNa PROLONGA LA SOBREVIVENCIA DE RATONES BALB/c 

LEUCÉMICOS.  

Nuestros datos muestran que las células WEHI-3 al ser inoculadas i.p. en ratones 

BALB/c alcanzan la médula ósea, inducen hepatomegalia y esplenomegalia, la 

formación de tumores sólidos, la presencia de células en la MO con la capacidad 

de proliferación in vitro en ausencia de inductores a la proliferación celular como el 

rmIL-3 y finalmente la muerte. Para verificar si el CasNa podía prolongar la 

sobrevivencia y bloquear la generación de estas manifestaciones de enfermedad, 

se inocularon i.p. células WEHI-3 o sólo PBS como vehículo y  2 y 10 días 

postinóculo se administró 1 mL de CasNa (10% p/v) o sólo PBS como vehículo por 

vía i.p. cada 48 h a los grupos inoculados o no con células WEHI-3. Se encontró 

que todos los ratones inoculados con células WEHI-3 y tratados con sólo PBS 

mueren a los 25 días postinóculo. Por el contrario, la sobrevivencia es de 100 y 

80% en los grupos tratados con CasNa a partir del día 2 y 10 postinóculo 

respectivamente. De manera notable, ratones con tratamiento iniciado al día 10 

postinóculo no sobrevive mas de 36 días pero el 40% permanece vivo hasta por 

40 días si se inicia el tratamiento al día 2 postinóculo (Figura 20).    
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Figura 20. El CasNa prolonga la sobrevivencia de ratones BALB/c leucémicos. Sobrevivencia de ratones 
BALB/c leucémicos tratados con 1 ml de () vehículo, () CasNa (10 % en PBS p/v) al día 2 post inoculación o 
() día 10. Se incluye como control ratones sanos no inoculados con células WEHI-3 pero tratados con 
CasNa cada 48 h desde el día 2. (). Kaplan-Meier. n=10 por grupo.  

 

 

EL CasNa REDUCE LA HEPATOMEGALIA Y EL TAMAÑO DEL TUMOR DE 

RATONES LEUCÉMICOS PERO NO ERRADICA LAS CÉLULAS LEUCÉMICAS 

DE LA MÉDULA ÓSEA. 

Cuando se analizaron las manifestaciones de la enfermedad en aquellos ratones 

inoculados con células WEHI-3, se observó que el tamaño del hígado en el grupo 

con tratamiento de CasNa, fue similar al tamaño del grupo de ratones inoculados 

con sólo PBS. Respecto al tamaño del bazo no parece existir diferencia entre 

tratar o no con CasNa siendo estos superiores en tamaño al bazo de ratones 

inoculados con sólo PBS, por otro lado, el tumor de ratones con tratamiento de 

CasNa es de menor tamaño que el encontrado en ratones sin tratamiento de 

CasNa (Figura 21).  
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Hígado Bazo Tumor 

 
 
Figura 21. El CasNa reduce el tamaño del hígado y tumor de ratones leucémicos. Imagen representativa de 
hígado, bazo y tumor de ratones control, leucémicos sin y con tratamiento de CasNa (WEHI-3/PBS y WEHI-
3/CasNa respectivamente). 

 

 

Al comparar los índices hepático, esplénico y tumoral, de los diferentes grupos, se 

observa que el CasNa reduce de manera significativa el peso del hígado y del 

tumor pero no del bazo inducidos por la inoculación de células WEHI-3 (Figura 

22). Como ha sido mostrado previamente por este grupo de trabajo, la inoculación 

de sólo CasNa, incrementa el tamaño y peso del bazo pero no del hígado y 

tampoco induce la formación de tumores ni afecta la sobrevivencia.  

 

 

 PBS WEHI-3 
 PBS CasNa PBS CasNa 

Índice hepático 0.050±0.005 0.063±0.001   0.111±0.020 a 0.057±0.025 b 

Índice esplénico 0.004±0.001 0.009±0.000 a 0.008±0.001 a 0.011±0.002  

Índice tumoral ND ND 0.091±0.013 0.058±0.014 b 

 
Figura 22. El CasNa reduce la hepatomegalia y el peso del tumor de ratones leucémicos. Análisis post-
necropsia de peso de hígado, bazo y tumor (en su caso) expresado como índice hepático, esplénico y 
tumoral respectivamente en ratones control y leucémicos sin y con tratamiento de CasNa. Se presenta la 
media +/- desviación estándar de 3 necropsias. Significancia estadística * p<0.05, a respecto a PBS/PBS, b 
respecto a WEHI-3/PBS en ANOVA Dunnet. 
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Como una evidencia de la presencia de células WEHI-3 en la MO de ratones 

sobrevivientes a la inoculación de células leucémicas y que fueron o no tratados 

con CasNa, analizamos si existían CMN con la capacidad de proliferar in vitro en 

ausencia de rmIL-3. Encontramos que independientemente de tratar o no con 

CasNa, todos aquellos ratones que fueron inoculados con células WEHI-3, 

presentan en la MO CMN con capacidad para proliferar en ausencia de rmIL-3 

(Figura 23B y C).  
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Figura 23. Células mononucleadas de médula ósea de ratones inoculados i.p. con células WEHI-3, tratados 
o no con CasNa proliferan in vitro en ausencia de rmIL-3. Proliferación de CMN obtenidas de ratones 
inoculados con células WEHI-3 sin y con tratamiento de CasNa (B y C respectivamente) en ausencia o 
presencia de rmIL-3 (PBS e IL-3 respectivamente). Se incluye como control, (A) CMN de ratones sanos. Cada 
punto representa la media +/- desviación estándar de 1 ensayo representativo. Significancia estadística * 
p<0.05 en el ANOVA Dunnet. 

 

 

Como observamos previamente, CMN extraídas de la MO de ratones que no 

fueron inoculados con células WEHI-3 (CMN/CONTROL), son incapaces de 

proliferar in vitro a menos que se suplemente el cultivo con 5 ng/mL de rmIL-3 

(Figura 24A y B respectivamente). 
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A) CMN/CONTROL + PBS B) CMN/CONTROL + rmIL-3 

  
C) CMN/LEUK + PBS + PBS D) CMN/LEUK + rmIL-3 

  
E) CMN/LEUK + CasNa + PBS F) CMN/LEUK + CasNa + rmIL-3 

  
 
Figura 24. Cultivos de CMN provenientes de médula ósea de ratones control o leucémicos, sin y con 
tratamiento de CasNa en ausencia o presencia de 5 ng/mL de rmIL-3 durante 96 h de cultivo. Cultivos de 
CMN de ratones inoculados i.p. con sólo PBS o células WEHI-3 sin y con tratamiento de CasNa (A, B y C 
respectivamente) en ausencia o presencia de rmIL-3 (1 y 2 respectivamente). Las elipsis en B1 y C1 indican la 
presencia de agregados celulares.Imagen representativa a 20x. 

 

 

Para corroborar el carácter maligno de las células que proliferan en ausencia de 

rmIL-3, se cultivaron y expandieron estas células por una semana y al cabo de la 
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misma, se inocularon a ratones BALB/c sanos a una concentración de 2.5x105 

células y se comparó la sobrevivencia de este grupo respecto a la sobrevivencia 

de ratones inoculados con 2.5x105 células WEHI-3. Encontramos que la 

inoculación de CMN que proliferan in vitro en ausencia de rmIL-3, inducen la 

muerte de todos los ratones en un tiempo similar a las células WEHI-3 

independientemente si procedían de la MO de ratones sin o con tratamiento de 

CasNa, (Figura 25) lo que demuestra que a pesar de prolongar la sobrevivencia y 

reducir las manifestaciones de enfermedad, el CasNa no erradica las células 

leucémicas de la MO. 

 

 

 
 
Figura 25. Células mononucleadas de médula ósea obtenidas de ratones BALB/c sin y con tratamiento de 
CasNa, son tan leucemogénicas como las células WEHI-3. Sobrevivencia de ratones BALB/c inoculados con 
células mononucleadas de medula ósea expandida in vitro de )  ratones sanos, ) ratones inoculados con 
células WEHI-3 y tratados con PBS, ▲) ratones inoculados con células WEHI-3 y tratados con CasNa y ) 
células WEHI-3.  Kaplan-Meier. n=5 por grupo. 
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DISCUSIÓN 

 

Las células leucémicas presentan alteraciones fisiológicas que contribuyen a su 

capacidad de proliferación ilimitada, evasión de los mecanismos de inducción de 

apoptosis y detención de la diferenciación celular, todos los cuales colectivamente 

caracterizan su naturaleza maligna (Hanahan & Weinberg, 2000; Montesinos & 

Mayani, 2002). Drogas tales como antraciclinas y citarabina se utilizan 

normalmente para tratar la leucemia, pero las tasas de supervivencia son bajas, 

con una esperanza de vida del 60 % a 5 años en pacientes jóvenes y de solo 10% 

en pacientes de edad avanzada (Robak, 2009). La escasa sobrevivencia, aunado 

a los efectos secundarios y la mala tolerancia al tratamiento, indican la necesidad 

de nuevas alternativas terapéuticas (Roboz, 2011). 

En este trabajo se muestra que las células WEHI-3 cultivadas por 120 h con 2 

mg/mL de CasNa reducen significativamente la actividad metabólica, al mismo 

tiempo, exhiben características morfológicas de células diferenciadas, dos 

parámetros que indican inhibición de la proliferación acoplado a diferenciación 

celular (McDonald et al., 1998). Es conocido que un freno de la proliferación 

celular, también se puede deber a la inducción de apoptosis (Guo & Hay, 1999; 

Smith, 2003). Al realizar el corrimiento electroforético del material genético de las 

células WEHI-3 en presencia de CasNa, fue posible observar la aparición del 

patrón característico de DNA ledder o en escalera, evidencia de la fragmentación 

internucleosomal del DNA, una característica contundente de la muerte por 

apoptosis (Alfaro et al., 2000) y la técnica por excelencia para la detección de 

este evento celular (Taylor et al., 2008; Guimarais et al., 2012). En efecto, 

aunque el proceso apoptótico tiene la capacidad de ser reversible, existe un punto 
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de no retorno cuando el DNA es fragmentado, por tanto evidencia definitiva de 

muerte por apoptosis (Tang et al., 2009). Así, este conjunto de datos, constituyen 

evidencias contundentes de que el CasNa inhibe la proliferación, induce 

diferenciación y  muerte celular por apoptosis en las células leucémicas WEHI-3 y 

se suma a las evidencias de su efecto inhibitorio de la proliferación en  líneas de 

leucemia monocítica J774 y P388 (Ramos-Mandujano et al., 2008).  

La inhibición de la proliferación, inducción de diferenciación y  muerte celular es 

característico de los agentes antileucémicos, no solo sobre las células tumorales, 

sino también sobre las células normales (Valeri et al., 2010). Sin embargo y de 

manera sorprendente, ninguna concentración de CasNa utilizada, alteró la 

proliferación de células mononucleadas de médula ósea normal en presencia de 

interleucina-3, y sin evidencias de fragmentación del material genético que 

sugiriera muerte por apoptosis.  Los datos hasta aquí observados concuerdan con 

la capacidad de algunos derivados de la caseína para inducir proliferación de 

células progenitoras se sangre humana pero no en células de leucemia mieloide 

crónica K562, ni de células de cáncer de colon (Sydelman, 2010). Pero contrastan 

con el hecho de que el CasNa inhibe la proliferación la línea celular 

hematopoyética 32D (Ramos et al., 2004), la cual ha sido por muchos años 

considerada como un modelo de estudios de la hematopoyesis normal in vitro 

(Aglianó et al., 2000). 

Se reporta en la literatura que moléculas como la antraciclina daunorubicina, es 

2.7 veces más tóxica sobre cultivos de células leucémicas que sobre progenitores 

mielomonociticos in vitro (Valeri et al., 2010), el ácido betulínico reduce la 

actividad metabólica de células leucémicas, pero requiere concentraciones 10 

veces más altas para lograr el mismo efecto en los linfocitos humanos normales 



 

62 

(Faujan et al., 2004), mientras que la curcumina induce apoptosis en más de 80% 

de células CD34+ de pacientes con AML, la misma concentración es citotóxica 

sólo en 20% de las células normales (Rao et al., 2011), sin embargo ninguna de 

ellas induce la proliferación de células normales como la hace el CasNa, una 

propiedad poco frecuente entre la mayoría de los fármacos aprobados para su uso 

en el tratamiento de AML, por lo que el CasNa supera expectativas de cualquier 

anticancerígeno en investigación y obliga a estudiar  en un futuro los mecanismos 

celulares y moleculares que expliquen tan exquisito efecto antagónico.  

Para conocer más acerca del efecto del Caseinato de sodio sobre células 

leucémicas,  utilizamos como modelo de estudio la línea de leucemia 

mielomonocítica WEHI-3, la cual desde su desarrollo hace más de tres décadas 

(Warner et al., 1969) y hasta la actualidad, es uno de los modelos en ratón de 

mayor valor y uso en el estudio de la leucemia mieloide aguda (Wen et al., 2010; 

Park et al., 2002; Diloo et al., 1997; Robinson et al., 1992) y sobre todo, para el 

estudio de drogas antileucémicas potenciales (He & Na, 2001; Gamba-Vitalo et 

al., 1986; Burgess & Metcalf, 1980; Li & Sartorelli, 1992).  

Bajo nuestras condiciones experimentales observamos que la inoculación 

intraperitoneal de células WEHI-3, de manera invariable inducía letalidad en los 

ratones BALB/c, al mismo tiempo que se generaba hepatomegalia, 

esplenomegalia y tumores sólidos, tal como ha sido descrito previamente (Chi-

Cheng et al., 2012; Valeri et al., 2010; Sharabani et al., 2006). También en 24 h 

después de la inoculación se encontraron las células marcadas con fluorescencia 

en la médula ósea, lo cual confirma que la leucemia no se limita a la cavidad  

peritoneal y sitio de inyección,  tal y como ya ha sido mostrado en otros trabajos 

(Gamba-Vitalo et al., 1989; Gidali et al., 2001), confirmando así que estas 
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células tienen la capacidad para colonizar sitios secundarios y exhiben una 

importante naturaleza agresiva ya que llevan a la muerte de todos los animales 

inoculados con WEHI-3.  

Cuando recuperamos células de la médula ósea de ratones inoculados 

intraperitonealmente o no con células WEHI-3 y las cultivamos en ausencia de 

interleucina-3, sólo proliferaron aquellas provenientes de ratones leucémicos, 

resultados que concuerdan con lo reportado por Gidali et al., 2001 y que parecen 

justificar que la inoculación intraperitoneal de células leucémicas WEHI-3 en 

ratones BALB/c, pueda ser referida como leucemia (Shabtay et al., 2008; García-

Castro et al., 2003) y más comúnmente modelo de leucemia (Sharabani et al., 

2006; Ebata et al., 2006; Koenigsmann et al., 1992), e incluso de manera 

indistinta (leucemia y modelo de) en una misma publicación (Shabtay et al., 

2008). 

Seguros de tener un modelo de leucemia en ratón, se pudo observar que la 

administración de CasNa redujo la carga tumoral, suprimió la hepatomegalia y 

colectivamente aumentó la supervivencia de ratones leucémicos de modo 

significativo, parámetros que se consideran como evidencia de la inhibición del 

crecimiento de células WEHI-3 in vivo (Yoon et al., 2008).  

Aunque es evidente que el CasNa promueve la sobrevivencia de ratones 

leucémicos, no se conocen los mecanismos de acción antileucémico de CasNa in 

vivo, no obstante, considerando que cocultivos de células WEHI-3 y CMN 

presentaron características morfológicas similares a sólo CMN pero no a WEHI-3, 

el análisis de fragmentación de DNA muestra que existe degradación en un patrón 

DNA ledder en WEHI-3 más CasNa y el cocultivo con CasNa pero no en células 

hematopoyéticas normales, sugieren que el CasNa puede inducir la muerte de las 
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células WEHI-3 de manera similar a como lo hace in vitro o al menos, inducir su 

diferenciación y en consecuencia limitar su capacidad leucemogénica.  

Asimismo existe la posibilidad de que las propiedades antitumorales descritas 

aquí, sean resultado de la inducción masiva de la migración de células 

inflamatorias en la cavidad peritoneal (Pasotti et al., 1993), ya sea por la acción 

de componentes bioactivos de caseína, producto de la digestión de esta molécula 

por los fagocitos (Russel et al., 1977) o de la secreción de factores de 

crecimiento,  diferenciación o inflamatorios que actúan de manera sistémica y no 

solo en la cavidad peritoneal y que se conoce que son inducidos in vivo 

(Noursadeghi et al., 2002). En efecto, nuestro grupo de trabajo recientemente 

publicó que la inyección intraperitoneal de CasNa activa la hematopoyesis medular 

y extramedular, induciendo la proliferación del linaje granulocítico y monocítico en 

medula ósea, incremento en la incorporación de BrdU del linaje linfoide B en bazo  

y  de células T doble positivas en el timo en los tres órganos así como también un 

incremento en la concentración de citocinas como GM-CSF, M-CSF, G-CSF, TPO, 

EPO, IL-2 e IL7 e incluso, aumento en el índice fagocítico en medula ósea tanto de 

granulocitos como de monocitos (Domínguez-Melendez et al., 2012).  

Estos hechos son interesantes porque abren la posibilidad de que el CasNa, de 

manera similar a otros estimuladores no específicos (Davis, 2000), tenga la 

capacidad de eliminar a las células cancerígenas in vivo vía la estimulación del 

sistema inmune innato. Sería interesante analizar si en el contexto del ratón 

leucémico, el CasNa es capaz de inducir la activación de granulocitos y 

macrófagos así como la proliferación de células B y linfocitos T, tal como lo hace 

en el ratón sano. En este sentido, recientemente se mostró que la dantrona, una 

antraquinona extraída de la planta Rheum palmatum L. (Polygonaceae), inhibe el 
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crecimiento de tumor de células WEHI-3 en vivo al mismo tiempo que aumenta la 

actividad fagocítica de los macrófagos y la citotoxicidad de células NK en dichos 

ratones leucémicos (Chen et al., 2011). En efecto, diversas evidencias apoyan la 

idea de que células efectoras de la respuesta inmune innata, pueden jugar un 

papel importante en el control de enfermedades como el cáncer (Shankaran et 

al., 2001). Por un lado, se ha mostrado que los macrófagos pueden contribuir 

tanto a la destrucción de tumores vía citotoxicidad celular dependiente de 

anticuerpos  como por medios no específicos de antígenos (Ralph & Nakoinz, 

1981); hay evidencias de que los neutrófilos son capaces de combatir a células 

tumorales (Lin & Pollard, 2004); se ha sugerido que la respuesta inmune humoral 

vía anticuerpos y T citotóxicas pueden contribuir en ciertos mecanismos de 

remisión (Muller et al., 2004); y especial atención se ha puesto sobre las células 

NK pues de manera característica, eliminan a las células tumorales (Yagita et al., 

2004) mediante la exocitosis de gránulos especializados y la expresión de 

citocinas (Hayakawa et al., 2006; Smyth et al., 2006; Al-Tawfiq & Al-khatti, 

2007; Kleef et al., 2001), lo cual coincide con la capacidad del CasNa para inducir 

la producción de citocinas tanto in vitro como in vivo.  

Finalmente, es importante resaltar que a pesar que el CasNa  prolonga la 

sobrevivencia y no existen evidencias de enfermedad, persisten células 

leucémicas en la médula ósea. Sería interesante analizar si, la administración de 

CasNa en conjunto con un antineoplásico regular como daunorubicina o 

citarabina, permite ya sea la erradicación de las células leucémicas residuales en 

la médula ósea o bien, atenuar los efectos tóxicos de la terapia convencional al 

reducir la concentración terapéutica efectiva del antineoplásico y acelerar  la 

recuperación de las células hematopoyéticas normales de la médula ósea.
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CONCLUSIÓN 

 

El caseinato de sodio no es citotóxico para las células hematopoyéticas pero tiene 

un efecto inductor de la proliferación normal in vitro. Por el contrario, en las 

mismas condiciones, induce apoptosis en células de leucemia WEHI-3. Los 

cocultivos de células leucémicas WEHI-3 y células normales de médula ósea de 

ratón BALB/c en presencia de caseinato de sodio, muestran similitudes en 

proliferación, actividad metabólica y diferenciación respecto a cultivos individuales 

de células normales pero no de células leucémicas WEHI-3. Estos resultados 

sugieren que el CasNa conserva la capacidad para bloquear la hematopoyesis 

leucémica y favorecer la normal, aún en un sistema de cultivo mixto.  

El caseinato de sodio, cuando es inoculado a ratones leucémicos, prolonga la 

supervivencia y atenúa las manifestaciones de la enfermedad, lo cual es una clara 

evidencia de la actividad antileucémica in vivo. Las evidencias descritas aquí 

sugieren que la sal de sodio de caseína, tiene un espectro muy amplio de 

actividades biológicas y quizás, mucho más de lo que se ha descrito hasta el 

momento. 
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PERSPECTIVAS 

 

• Analizar si la administración de casna en conjunto con un antineoplásico 

regular como daunorubicina o citarabina: 

 Permite la erradicación de las células leucémicas residuales en la 

médula ósea. 

 Atenúa los efectos tóxicos de la terapia convencional. 

 Reduce la concentración terapéutica efectiva del antineoplásico. 

 Acelera  la recuperación de las células hematopoyéticas normales de la 

médula ósea. 

• En el contexto del ratón leucémico analizar si el CasNa: 

 Induce la activación de granulocitos y macrófagos así como la 

proliferación de células B y linfocitos T, tal como lo hace en el ratón 

sano. 
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