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                                     RESUMEN 
 

El sistema hematopoyético muestra un amplio espectro de poblaciones celulares cuya constante 

proliferación y diferenciación en la médula ósea da lugar a las células sanguíneas. Sin embargo un 

desequilibrio en este sistema da origen a problemas hematológicos entre ellos la leucemia 

mieloide aguda (AML), la cual es una enfermedad clonal consecuencia de una hematopoyesis 

aberrante caracterizada por la acumulación de células blásticas que no se diferencian 

normalmente. Tratamientos como la quimioterapia actúan sobre las células malignas pero 

también son citotóxicos sobre células normales, incluyendo las hematopoyéticas lo que 

compromete la vida del paciente; por lo que, es innegable la necesidad de desarrollar un agente 

antineoplásico con actividad hacia células malignas, pero carente de toxicidad para los tejidos 

normales. Desafortunadamente, los estudios de drogas con potencial antileucémico se centran 

principalmente en los efectos farmacológicos sobre poblaciones de AML, mientras que por otro 

lado es poco conocido el efecto de estas drogas sobre las células de médula ósea; una de las 

principales limitantes es que las células leucémicas comparten muchas características con las 

células hematopoyéticas sanas tanto morfológicas como de inmunofenotipo, por esta razón en 

este trabajo la línea celular mielomonocítica WEHI-3 fue transfectada a fin de que expresase la 

proteína verde fluorescente, para así poder distinguirla de las células hematopoyéticas normales 

de medula ósea de ratón en cultivo. Se evaluó la presencia y viabilidad de células leucémicas 

WEHI-3GFP en un cocultivo (CCGFP) con células hematopoyéticas normales (CMN), en ausencia y 

presencia  de caseinato de sodio (CasNa). Los resultados muestran que CasNa inhibe la 

proliferación e induce apoptosis en las células leucémicas WEHI-3GFP pero no en las CMN. De 

modo interesante, el CCGFP de WEHI-3GFP y CMN en presencia de CasNa, muestra similitudes en 

proliferación y actividad metabólica respecto a cultivos individuales de CMN pero no de células 

leucémicas WEHI-3GFP, lo que sugiere un efecto citotóxico selectivo de CasNa sobre las células 

leucémicas. Con respecto a esos resultados es conocido que las moléculas antileucémicas en uso 

para tratar AML (antraciclina, daunorubicina) o en investigación (resveratrol, ácido betulínico, 

curcumina), son más citotóxicas sobre células leucémicas que sobre células hematopoyéticas 

normales, pero hasta el momento no se ha descrito que alguna induzca la proliferación de células 

normales como lo hace el CasNa, una propiedad al parecer exclusiva de este, por lo que supera las 

expectativas de cualquier anticancerígeno en investigación. 
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INTRODUCCIÓN 
 

Hematopoyesis  
 

Día a día el organismo debe remplazar millones de células sanguíneas maduras para su correcto 

funcionamiento, ya sea para que se lleve a cabo el transporte de oxígeno, algún evento de 

coagulación, o bien la defensa del organismo (Bellantuono, 2004). Las células sanguíneas derivan 

de un tipo de células llamadas troncales hematopoyéticas (HSC Hematopoietic Stem Cells, por sus 

siglas en ingles) en un proceso de compromiso de linaje, proliferación y diferenciación celular 

conocido como hematopoyesis (Yin & Li, 2006). Este proceso se inicia desde la embriogénesis en el 

saco vitelino, hígado, bazo y continúa durante la vida adulta en la médula ósea (MO) (Zambrano et 

al., 1999). Durante la etapa adulta del individuo y debido al incremento en el número de las 

células adiposas en ciertas regiones de la medula, el proceso queda restringido fundamentalmente 

a la epífisis de los huesos largos (fémur y húmero), así como en los huesos pélvicos, columna 

vertebral, cráneo y esternón (Bellantuono, 2004; Hughes et al., 1991).  

La hematopoyesis puede ser esquematizada en forma de cascada (Figura 1) de manera que 

dependiendo del grado de maduración celular podemos observar cuatro compartimientos 

principales; el primer compartimiento pertenece a las HSC las cuales se definen como células 

inmaduras, con gran potencial de proliferación, capacidad de autorenovación, de diferenciación en 

células sanguíneas especializadas y de reconstruir el sistema hematopoyético de un individuo 

mielosuprimido (Chotinantakul & Leeanansaksiri, 2012; Wintrobe, 2009; Orkin & Zon, 2008; 

Mayani et al. 2007; Mayani, 2003), constituyen del 0.005 al 0.01% del total de las células 

nucleadas de la MO (Pelayo y Vadillo, 2011; Thomas et al., 1999). Las HSC se encuentran en estado 

quiescente en la médula ósea (MO) y se dividen solo para mantener el estado normal de la 

hematopoyesis (Cheshier et al., 1999) 

Debido a su potencial de reconstitución las HSC pueden ser divididas en células troncales 

hematopoyéticas reconstituyentes a largo plazo (LT-HSC) y células troncales hematopoyéticas 

reconstituyentes a corto plazo (ST-HSC), ambas tienen la capacidad de dar lugar a cualquier linaje 

sanguíneo, sin embargo las primeras son capaces de sostener la hematopoyesis de un individuo 

toda su vida, en cuanto a las segundas solo pueden mantenerla entre 8 a 16 semanas (Montrone 
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et al., 2013; Shuettpeiz & Link, 2013; Mayle et al., 2012; Benveniste et al., 2010; Challen et al., 

2010; Orkin & Zon, 2008; Weisman,2000). Las células progenitoras multipotentes (MPP) las cuales 

son la progenie directa de las LT-HSC, ST- HSC, han perdido su capacidad de autorenovación y por 

lo tanto su capacidad de reconstituir el sistema hematopoyético a largo plazo pero conservan un 

alto grado de proliferación y diferenciación a todos los linajes sanguíneos (Metcalf, 2008). A partir 

de estos progenitores multipotentes se derivan los progenitores linfoides comunes (CLP) y los 

progenitores mieloides comunes (CMP), este es el tercer compartimiento y a este pertenecen más 

del 90% de las células residentes en la MO. De los CMP se originan los progenitores de eritrocitos y 

megacariocitos (MEP) y los progenitores de granulocitos-macrófagos (GMP). Los CLP darán origen 

a los progenitores de linfocitos B (Pro-B), progenitores de linfocitos T (Pro-T) y los progenitores de 

células asesinas naturales (Pro-NK). Ambos, CMP y CLP pueden dar origen a los progenitores de 

células dendríticas (Pro-CD), una vez que estos maduran completamente darán lugar al cuarto 

compartimiento que son las plaquetas, eritrocitos, granulocitos, macrófagos, células dendríticas, 

linfocitos T y B y células asesinas naturales (Pelayo y Vadillo, 2011; Mayani et al., 2007).  

Las células troncales hematopoyéticas, ya sean HSC, MPP, CLP o CMP, no pueden ser identificadas 

morfológicamente bajo el microscopio, sin embargo, estas pueden ser identificadas mediante 

antígenos específicos de cada población, lo cual es conocido como inmunofenotipo. El 

inmunofenotipo puede ser evaluado por microscopia de epifluorescencia o citometría de flujo, 

debido a que existen inmunofenotipos específicos para cada tipo y linaje celular tanto para ratón 

como para humano (Tárnok et al., 2010; Bellantuono, 2004; Spangrude et al., 1988).  
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Figura 1. Representación esquemática de la jerarquización hematopoyética. LT-HSC (célula 

troncal hematopoyética a largo plazo), ST-HSC (célula troncal hematopoyética a corto plazo), MPP 

(progenitora multipotente), CMP (progenitor mieloide común), CLP (progenitor linfoide común), 

MEP (progenitor megacariocito/eritoide común), GMP (progenitor granulocito/macrófago), Pro-B 

(progenitor B), Pro-T (progenitor T), NK (Asesinas naturales). Tomado de Larsson & Karlsson, 

2005. 

 

Microambiente hematopoyético 
 

La regulación de las HSC 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 transcripción 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 factores solubles llamados factores de 

crecimiento o citocinas (Arai et al., 2009). Estos elementos en conjunto  proveen un sistema de 

soporte  estructural y funcional denominado microambiente hematopoyético, este es el lugar en 

donde se lleva a cabo la hematopoyesis (Domínguez, 2012). 
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Las HSC residen en la MO en un ambiente tridimensional altamente organizado compuesto por 

una población de diversas células del estroma y una matriz extracelular rica en fibronectina, 

colágeno y diversos proteoglicanos (Pusic & Dispersio, 2008; Nervi et al., 2006; Kondo et al., 2003). 

No obstante además de sus dimensiones microanatómicas y funcionales del nicho, las funciones 

fisiológicas de las HSC son controladas por diversas combinaciones de mecanismos de regulación 

tanto intrínsecas como extrínsecas, mediante moléculas que les permiten su  completa y 

constante regulación; la combinación de todos estos factores le dan al nicho hematopoyético su 

característica principal la cual es mantener un compartimento de HSC en su estado indiferenciado 

(Can, 2008)  

Desequilibrio en la hematopoyesis 
 

El desequilibrio en la hematopoyesis se traduce en serios problemas hematológicos, por ejemplo 

en enfermedades neoplásicas incluidos los síndromes mielodisplásicos y trastornos 

mieloproliferativos, cuyo carácter distintivo a nivel de crecimiento lo constituye la proliferación 

aberrante de tipo clonal (David,2005; Honry et al., 1990). Se ha reportado que el cáncer se ha 

convertido en la principal causa de muerte a nivel mundial a partir de 2010 y su pronóstico es que 

sus valores incrementarán en los próximos 20 años (Siegel et al., 2013) dentro de este panorama 

la leucemia se encuentra dentro de los primeros cinco tipos de cáncer más frecuente y con más 

alta mortalidad a nivel mundial (Tima et al., 2014; Cheng et al., 2014; Ferrara & Schiffer, 2013). 

 

Leucemia 
 

Dentro de los diversos tipos de cáncer la leucemia es un tipo de cáncer de las células sanguíneas 

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 (Jaso et 

al., 2014; Stone et al., 2004; Bruserud et al., 2004). Como 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 
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última instancia les permite convertirse en tumorigénicas y malignas (Kushlinskii & Nemtsova, 

2014; Hannahan & Weinberg, 2000). Otra característica es que todas las leucemias comienzan en 

la médula ósea (MO), la cual es sustituida de forma indeterminada por la proliferación anormal de 

células neoplásicas. Estas células neoplásicas salen de la MO y se dirigen a sangre periférica, en 

donde se presentan en gran cantidad, lo que resulta en la representación clínica de la enfermedad 

(Fimognari et al., 2014). 

 

Clasificación 
 

La leucemia se divide en dos grandes grupos: crónica y aguda; éstas a su vez se clasifican en 

mieloides y linfoides dependiendo del progenitor celular del que se derive. Las leucemias crónicas 

se caracterizan por su larga evolución y por la ausencia de células inmaduras y anormales. Estas 

células interfieren en la producción de linfocitos y granulocitos que presentan características 

morfológicas similares a células maduras pero no son funcionales (Kantarjian et al., 1988) y son: 

leucemia linfocítica crónica (LLC) y leucemia mieloide crónica (LMC). Las leucemias agudas son 

enfermedades caracterizadas por su evolución relativamente rápida y por la acumulación de 

células blásticas, pudiendo ser ocasionada por una o varias mutaciones de una célula progenitora 

hematopoyética, o bien de sus descendientes; este tipo de leucemia se clasifica en leucemia 

linfocítica aguda (LLA) y leucemia mieloide aguda (LMA) (Gutiérrez, 2006). 

De acuerdo con el grupo cooperativo Franco-Americano-Británico (FAB) se clasifican 

citomorfológicamente de la siguiente manera (Tabla 1). 

Linaje mieloide “LMA” 

M0= Indiferenciada 
M1= Mieloblástica sin maduración  
M2= Mieloblástica con maduración  
M3= Promielocitica 
M4= Mielomonocitica  
M5= Monoblástica/monocitica  
M6= Eritroleucemia 
M7= Megacarioblástica 

Tabla 1. Clasificación citomorfológica de las leucemias agudas. Tomado y modificado de 

Bereridge & Urtasun, 2003. 
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Diagnostico e incidencia  
 

El diagnóstico de LMA, se basa en criterios morfológicos, características inmunológicas, 

citogenéticas y moleculares (Robak et al., 2009). 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, aparición de uno o de varios tumores sólidos a menudo descritos como 

sarcomas granulocíticos, trastornos metabólicos relacionados con la proliferación, entre otros 

(Gimenez, 1986). 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 FAB. Actualmente, estas clasificaciones están siendo sustituidas por las de la Organización 

Mundial de la Salud (OMS) publicadas en 2001, las cuales son mucho más amplias en sus objetivos 

e incluyen trastornos mieloproliferativos y linfoproliferativos crónicos (Vardiman et al., 2009). La 

aplicación de los criterios de la OMS requiere conocer los resultados de los 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 LMA 

cuando 20 % o más de blastos aparecen en sangre periférica (SP) MO. En algunos casos, el 

diagnóstico de LMA puede prescindir del recuento de blastos en SP 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 LMA (Vardiman, 2009).  

La incidencia de LMA aumentan con la edad, con una media de diagnóstico de entre 65 y 75 años 

de edad siendo el tipo más común de leucemia en los adultos, representando aproximadamente el 

25% de todas las leucemias en adultos en el mundo occidental (Cheng et al., 2014; Deschler & 

Lübbert 2006). El tratamiento para la LMA incluye al menos un curso de quimioterapia de 

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

de mantenimiento. Desafortunadamente, los agentes quimioterapéuticos además de eliminar 

células tumorales tienen efectos secundarios en tejidos normales como el hematopoyético, 

reflejado en mielosupresión, problema que limita el propio tratamiento oncológico (Hsiao et al., 
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2014; Jaso et al., 2014). Es este sentido, a pesar del progreso sustancial en el tratamiento, el 20% a 

40% de los pacientes recién diagnosticados con LMA no logran la remisión y 50% a 70% de 

aquellos en primera remisión completa se espera que recaigan dentro de los 3 años siguientes. 

Además existen pacientes que no son candidato a las estrategias convencionales, por ejemplo el 

trasplante autólogo y alogénico de células troncales (Cheng et al., 2014; Robak et al., 2009), no 

pueden acceder al tratamiento en términos económicos (Ruiz-Argüelles et al., 2007), o han dejado 

de ser responsivos.  

Por lo anterior, cada año nuevos medicamentos son evaluados 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). Por otro lado, la búsqueda de moléculas 

potencialmente antineoplásicas reside en los modelos de ratón los cuales, buscan emular las 

enfermedades humanas que de otra manera, serían muy difícil o éticamente reprobable abordar 

experimentalmente. Uno de los modelos de ratón más ampliamente utilizados en el estudio de la 

leucemia mieloide es el de las células WEHI-3, derivadas de un ratón Balb/c por el grupo de Donald 

Metcalf hace más de 40 años (Sarabani et al., 2006; Park et al., 2002; Van Furth 1985; Warner 

et al., 1969). Es conocido que la inoculación de esta línea celular a ratones compatibles, induce 

tumores y un cumulo de manifestaciones de enfermedad de recuerdan a la LMA en humanos y 

que culminan invariablemente en la muerte (Ling et al., 2006; García-Castro et al., 2003). 

Desafortunadamente, no se ha descrito el inmunofenotipo preciso de las células WEHI-3 de 

manera que su identificación tanto in vitro, por ejemplo en cocultivos como in vivo, en la médula 

ósea y órganos torácico-abdominales después de su inoculación a ratones compatibles, es poco 

referida. Una alternativa para la identificación de células in vitro e in vivo, en ausencia de un 

inmunofenotipo preciso o de lesiones cariotípicas es el marcaje celular, ya sea con moléculas 

fluorescentes o mediante la transfección de un vector que exprese de manea constitutiva un gen 

reportero. 
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Transfección  
 

La transfección o transgénesis es la introducción de material genético externo en células 

eucariotas por medio de plásmidos, virus u otras herramientas moleculares (Legorreta et al., 

2012). El desarrollo de los métodos de transferencias de genes inició desde los años cincuenta, 

cuando se describió el ciclo lisogénico de los bacteriófagos cuyo genoma se integra establemente 

en la bacteria huésped y se replica junto con ella. La posterior descripción de elementos 

hereditarios no asociados con el cromosoma como los plásmidos, que en algunos casos se pueden 

insertan de forma estable en el genoma (episomal), posibilitó la transformación artificial de 

organismos unicelulares y promovió la invención de métodos artificiales de transferencia de genes 

(Legorreta et al., 2012). 

En la transfección se han seleccionado moléculas específicas para la entrega de genes, 

denominadas vectores (Armenta et al., 2006); los vectores típicamente consisten en un ácido 

nucleico asociado con un material, ya sea natural (por ejemplo los basados en virus) o sintéticos 

(por ejemplo a base de polímeros o lípidos) (Bergen et al., 2011). Los vectores virales ofrecen una 

forma atractiva de introducir ADN en las células huésped con alta eficiencia debido a sus 

capacidades de transferencia de genes y expresión génica; sin embargo las desventajas de utilizar 

vectores virales es que algunas proteínas virales pueden ser toxicas para las células, otro 

inconveniente de este tipo de vectores, es que la expresión de algunas proteínas virales pueden 

favorecer la respuesta inmune intensa contra las células diana (Legorreta et al., 2012; Bergen et 

al., 2011). La utilidad clínica de los vectores virales está a menudo limitada por los patrones 

naturales de transducción de virus, y en muchos casos sus interacciones desfavorables con el 

sistema inmune (Bergen et al., 2011). Los vectores no virales tienen varias ventajas sobre los 

vectores virales en particular desde el punto de vista de la seguridad y su producción comercial. 

Sin embargo, la baja eficiencia de la transferencia de genes mediada por vectores no virales sigue 

siendo un obstáculo (Akita et al.,        Tros de Ilarduya et al., 2010). El tipo de vector más 

empleado es el plasmídico (molécula circular de ADN de doble cadena), que se replica de forma 

independiente en la bacterias. Una desventaja de los métodos físicos actuales es que están 

limitados a aplicaciones in vitro (Armenta et al., 2006). 
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Los genes reporteros cumplen el propósito de expresar alguna proteína cuya función se detecte 

fácilmente y sirven además para identificar a la transgénesis en el tiempo y en el espacio. Un gen 

reportero idealmente requiere codificar para una proteína cuya actividad endógena en la célula 

blanco, sea nula o muy baja; o que se distinga fácilmente de la célula huésped. Además no debe 

ser toxico para las células y se prefiere que pueda medirse sin destruir al tejido (detección no 

invasiva), para poder observar el curso temporal de la expresión, sin que esto impida utilizar las 

células para otros fines posteriormente. Su detección debe ser simple y muy sensible, por lo que 

generalmente se utilizan fluoroforos o enzimas que generen cromógenos como reporteros 

(Legorreta et al., 2012; Read, 2000). Los reporteros utilizados con mayor frecuencia se describen 

en la Tabla 2. La proteína verde fluorescente ha sido expresada en una amplia variedad de 

organismos y solo necesita luz ultravioleta o luz azul para su detección. La expresión de GFP es 

autónoma independiente del tipo de célula y su ubicación (Sheen et al., 1995; Read, 2000). 

Reportero y fuente Sistema de detección Actividad endógena Estabilidad 

Proteína verde 
fluorescente (GFP) 

Fluorescencia, FACS, 
microscopia con focal. No 
invasivo 

Nula  Alta resiste fijación  

Galactosidasa de E. coli Colorimétrico. invasivo Presente a pH ácido y en 
senescencia 

Alta resiste fijación. 
Resiste pH 7.5- 8.0 

Luciferasa de Photinus 
pyralis 

Luminiscente. Emite un 
fotón al hidrolizar ATP. No 
invasivo 

Nula  Baja 

Cloranfenicol Acetil 
Transferasa (CAT) de E. 
coli 

Detección de formas 
acetiladas de cloranfenicol. 
Invasiva  

Nula  Alta, resiste detergentes 

Glucoronidasa de E. 
coli 

Quimioluminiscencia, 
fluorescencia, 
espectrofotometría e 
histoquímica. Invasiva 

Muy baja en plantas Muy estable a 37°C, 
resiste hasta 60°C 

Fosfatasa alcalina 
humana 

Espectrofotométrica. 
Invasiva  

Presente  Estable  

Hormona del 
crecimiento humana 

Radioinmunoanálisis o 
ELISA 

Nula  Estable  

Tabla 2. Comparativa de los genes reporteros que se utilizan con mayor frecuencia y la fuente, así 

como el sistema de detección y su estabilidad (Legorreta et al., 2012) 
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Existen diversos métodos físicos y químicos para la eficiente introducción del ADN con su propio 

espectro de ventajas y desventajas. Entre los factores a considerar para un procedimiento óptimo 

de transfección no viral en eucariontes están: el blanco, la ventana de tiempo, el nivel de 

expresión deseado, la estabilidad esperada así como la factibilidad de la técnica (Legorreta et al., 

2012; Karra et al., 2010). Entre las diferentes metodologías (biobalistica, electroporación, 

microinyección, precipitación por fosfato de calcio, etc.) destaca la lipofección en términos de 

mayor eficiencia y reproducibilidad, además de no presentar desventajas como citotoxicidad, 

dificultades técnicas y equipamiento necesario (Ramos et al., 2005). 

La lipofección, emplean vesículas sintéticas consistentes de una o más bicapas de fosfolípidos 

llamadas de manera genérica: liposomas (Gregoriadis et al., 2010; Ewert et al., 2008). Los 

liposomas tienen varias características que los hacen ser atractivos como vectores para la 

transferencia de genes: no son inmunogenicos, no son tóxicos, los liposomas como 

transportadores de ADN pueden transfectar células que no se dividen (incluyendo neuronas), 

pueden entregar múltiples genes de cualquier tipo de ácido nucleico (lineal o súper enrollado) y 

finalmente son relativamente sencillos de preparar (Wang et al., 2013; Ibáñez et al., 1996). 

Las propiedades antes mencionadas posicionan a los liposomas como un buen método para 

transferir genes. Adicionalmente se han diseñado liposomas con lípidos catiónicos que son lípidos 

sintéticos (Koch et al., 2000). Los lípidos catiónicos tienen la propiedad de interaccionar con las 

cargas negativas del ADN y formar lipocomplejos catiónicos, que en su momento interaccionan 

con las cargas negativas de las membranas celulares, lo que favorece su introducción a la célula 

por endocitosis (Figura 2) (Fewell et al., 2005; Wong, 2008) 
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Figura 2. Esquema de lipofección. El lipocomplejo que lleva el transgen penetra a la célula por 
endocitosis o por fusión, en ambos casos el transgen llega al núcleo, permanece corno episoma y 

expresa la proteína o producto (Wong, 2008). 

Alternativas de tratamiento 

La necesidad de promover la búsqueda de medicamentos de origen natural, surge por el 

incremento en la frecuencia de padecimientos mortales como el cáncer. Hoy por hoy, existen en el 

mercado de Estados Unidos de América (EUA) 141 medicamentos contra el cáncer y 

aproximadamente el 67% de éstos son de origen natural. (Cragg et al., 2005). Estos medicamentos 

se han clasificado como; productos de origen natural, productos semisintéticos derivados de un 

producto natural o productos sintéticos que han empleado como modelo un producto de origen 

natural (Cragg et al., 2005). En este sentido, la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza de la 

UNAM, desde hace más de 10 años ha impulsado la investigación de nuevas moléculas 

potencialmente anticancerígenas de origen natural entre ellas la caseína y el caseinato de sodio 

(CasNa). 
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Caseína 
 

La leche y sus productos lácteos son uno de los principales componentes dentro de la dieta 

humana aun en etapa adulta y es valorado  por su aporte nutricional de aminoácidos (Koletzko et 

al., 1998). La leche está constituida por 3.6% de proteínas, 4.0% de grasas, 5.0% de carbohidratos, 

menos del 1.0% de vitaminas y minerales y 86.6% de agua. El 80% de la fracción proteica la 

constituye la caseína α-S  caseína, α-S  caseína, β caseína y κ caseína (Warner,  979; Hall, 1971). 

Si bien las citosinas son los principales reguladores de la hematopoyesis, existen evidencias de que 

estas glicoproteínas no son las únicas que pueden influir  en la generación de células sanguíneas, 

así existen  biomoléculas de origen y naturaleza  distinta de las citosinas que pueden  tener efectos 

similares  sobre las células hematopoyéticas. En este sentido, diferentes estudios han surgido que 

las proteínas de la leche  pueden estar involucradas en procesos hematopoyéticos más allá del 

soporte de aminoácidos. En efecto, la eliminación  de caseína en la dieta de ratas y ratones  

provoca mielosupresión (Stanovic & Boranic, 1996) y por el contrario una dieta privada de 

proteínas pero suplementada con caseínas favorece la hematopoyesis in vivo (Aschkenasay, 1971). 

Es conocido que su eliminación de la dieta en ratones induce una proliferación 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 quimiotaxis de granulocitos 

y monocitos (Pasotti et al., 1992), 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., 1986; Sachs & Lotem, 1993). La inyección 

subcutánea de caseína permite la supervivencia 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 (Ledesma-Martínez, 2013) acelerando la 

diferenciación de neutrófilos en banda hacia polimorfonucleares en ratón (Santiago-Osorio et al., 

2010). Así mismo, el CasNa induce activación de hematopoyesis al incrementar el número de 

células mononucleadas de la médula ósea in vivo (Donahue et al., 1986), e inducir un 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, productos de la 

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 
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que las subunidades α, β y κ 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). Así mismo se 

han dado evidencias de la presencia de receptores para caseína y CasNa, en granulocitos y 

monocitos (Lewis & Van Epss, 1983; Hira et al., 2003). Adicionalmente, se ha demostrado que la β-

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 I y II 

(Cavallo et al., 1996), mientras que péptidos derivados de la 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 la 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 lo tanto aplicación terapéutica potencial. 

En este sentido, recientemente se reportó que el caseinato de sodio (CasNa), una sal de la caseína, 

inhibe la proliferación de diferentes líneas celulares leucémicas entre ellas, WEHI-3, J774 y P388 

tanto in vitro como in vivo (Córdova-Galaviz et al., 2014; Ramos-Mandujano et al., 2008). 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-

Mandujano 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 ratones 

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) induce proliferación celular (Ledesma-Martínez et al., 2012).  

 

Es conocido que el interés de un agente potencial anti-cáncerigeno, no sólo depende de su 

actividad hacia células malignas, sino también de su falta de toxicidad para los tejidos normales 

(Lickliter et al., 2003). En este sentido y de nuestro conocimiento, el CasNa representa la primera 

descripción de una molécula tóxica para las células leucémicas, pero que induce proliferación en 

células hematopoyéticas normales. Esta propiedad opuesta es rara entre la mayoría de los 

fármacos utilizados en el tratamiento de leucemia y excede las expectativas de cualquier molécula 

antileucémica actualmente en investigación, sin embargo, se desconoce si en un cocultivo de 
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células normales y células leucémicas, el CasNa mantiene su capacidad de activar la 

hematopoyesis normal al mismo tiempo que inhibe la hematopoyesis leucémica. De confirmarse 

que el CasNa conserva su actividad diferencial en cocultivo, se sentarían las bases para proponerlo 

como una molécula con potencial de tratamiento o purga de células leucémicas ex vivo en 

pacientes con leucemia.  
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 

A pesar del avance en el conocimiento de la biología celular, molecular y bioquímica aplicada al 

tratamiento de la AML, se encuentra dentro de los primeros cinco tipos de cáncer más frecuente y 

de alta mortalidad a nivel mundial. Tratamientos como la quimioterapia actúan sobre las células 

malignas pero también en normales, incluyendo las hematopoyéticas, lo que compromete la vida 

del paciente, por lo que es innegable la necesidad en desarrollar un agente antineoplásico con 

actividad hacia células malignas, pero carente de toxicidad para los tejidos normales. En este 

sentido, los productos de origen natural o derivados de estos han sido desde tiempos 

inmemoriales, la fuente principal del hombre para la obtención de agentes medicinales. (Setzer y 

Setzer, 2003). Desafortunadamente, los estudios de drogas con potencial antileucémico se centran 

principalmente en los efectos farmacológicos sobre poblaciones de AML, mientras que por otro 

lado es poco conocido el efecto de estas drogas sobre las células de médula ósea; la lentitud de los 

avances en la investigación sobre la interacción entre las células leucémicas y células de médula 

ósea se debe gran parte a la dificultad de estudiar a estas células en un sistema ex vivo 

(Griessinger et al., 2014); por lo que el cocultivo representa un método cuya finalidad es emular in 

vitro la compleja interacción entre células leucémicas y normales de la médula ósea como ocurre 

in vivo, y por ende aumentar el rendimiento de las investigaciones en diversos campos científicos 

disminuyendo costos y aminorar tiempos (Kvestad et al., 2014) 
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JUSTIFICACIÓN 
 

La LMA tiene la tasa de supervivencia más baja de todas las leucemias (Robak et al., 2009). La 

estrategia terapéutica ideal es aquella que elimina a las células malignas sin dañar a las células 

normales. Por lo anterior, existe la necesidad de encontrar moléculas alternativas con potencial 

terapéutico pero sin los efectos colaterales de la quimioterapia estándar.  

Hasta el momento, se ha conseguido que nuevas moléculas de origen natural sean altamente 

efectivas contra células malignas y ligeramente tóxicas para el tejido normal (Wright et al., 2013; 

Faujan et al., 2010), de entre ellas, el caseinato de sodio, es un candidato muy interesante de 

investigación gracias a que se ha mostrado, es una molécula tóxica para las células leucémicas, 

pero inocua para sus contrapartes normales de la médula ósea en las que incluso induce 

proliferación celular. En la médula ósea de un paciente con leucemia coexisten ambos tipos de 

células, por lo tanto es importante demostrar que el efecto diferencial de CasNa, se conservaba en 

un cocultivo de células mononucleadas normales y leucémicas WEHI-3GFP. 
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                                      HIPÓTESIS 
 

Se ha mostrado que el CasNa frena la proliferación de líneas celulares leucémicas de ratón, 

mientras que potencia la proliferación y diferenciación de células normales de médula ósea. Por lo 

anterior, se espera que en el cocultivo de células leucémicas y normales de médula ósea, el CasNa 

bloqueará la generación de células leucémicas en tanto que estimulará la de células 

hematopoyéticas normales. 
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OBJETIVOS 
 

General 

 Evaluar la proliferación y viabilidad de WEHI-3, células mononucleadas normales de médula 

ósea de ratón (CMN) y cocultivo de ambas (CC) estimuladas con CasNa. 

 

 

Particulares 

 

 Establecer en WEHI-3 la dosis para para seleccionar las clonas de WEHI-3GFP+ con el 

antibiótico Geneticina. 

 Transfectar a las células WEHI-3 con el gen reportero GFP. 

 Verificar que la transfección no modifique las características propias de la línea celular 

leucémica WEHI-3. 

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

leucémicas WEHI-3GFP y normales de médula ósea de ratón BALB/c.  

 Evaluar el efecto del CasNa sobre la fragmentación del ADN de WEHI-3GFP, CMN y CC. 
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MATERIAL Y MÉTODO 

 

Línea WEHI-3 de ratón  

Se empleó la línea de leucemia mielomonocítica WEHI-3 de ratón (ATCC Rockville, MD, USA), 

originalmente establecida a partir del cultivo sucesivo de un sarcoma mieloide de ratones BALB/c 

(Warner et al., 1969). Estas células expresan marcadores mieloides como CD11b, CD32 (FcgRII), 

Thy-1, Mac-3, F4/8 . Son positivas para esterasa, lisosima y 5’-nucleotidasa pero negativas para 

peroxidasa y aminopeptidasa (Van Furth et al., 1985). Expresan de manera constitutiva IL-3, 

cuerpos de Bauer y de manera característica, inducen leucemia cuando son inoculadas en ratones 

BALB/c (Van Furth et al., 1985).Las células fueron cultivadas en medio de cultivo IMDM 

(Iscove´sModificedDulbeco´s Médium) (Gibco BRL, USA) suplementado con 10% de suero fetal 

bovino (SFB) (Gibco BRL, USA) desactivado por calor, L-Glutamina   mM y  .  uM de β-

mercaptoetanol (Sigma Aldrich, USA) 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 de dos a tres meses de edad, 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 hasta su 

uso. 

 

Obtención de células mononucleadas de médula ósea de 

ratón 

 Para la obtención de células de médula ósea, un ratón hembra de la cepa Balb/c fue sacrificado 

por dislocación cervical obteniendo ambos fémures. La epífisis fue perforada haciendo fluir PBS 

(solución estabilizadora de fosfatos) se extrajeron la células totales de médula ósea. 

Posteriormente se aislaron las células mononucleadas mediante un gradiente de densidad 

empleando Histopaque® 1077 (Sigma Aldrich, USA) de una densidad de 1.077 g/ml, 

posteriormente se lavaron dos veces con solución estabilizadora de fosfatos (PBS) y fueron 
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contadas en cámara de Neubauer bajo el microscopio a 10x y la viabilidad por la técnica de 

exclusión  al azul tripano (Sigma Aldrich, USA). 

 

Caseinato de sodio (CasNa) 

El CasNa (Spectrum, USA) se solubilizó en PBS (solución estabilizadora de fosfatos) y esterilizo por 

autoclave, preparando una solución patrón de 100 mg/mL, realizando diluciones en PBS para 

llegar a la concentración de 2mg/mL para estimular a las CMN, WEHI-3 y WEHI-3GFP (Ledesma-

Martínez et al., 2012).  

 

Proliferación 

Para evaluar la proliferación celular de las células WEHI-3GFP o de células mononucleadas de 

médula ósea (CMN) se cultivaron durante 72 o 120 h, con o sin CasNa en placas de 96 pozos 

(Costar, USA); una vez transcurrido el tiempo de incubación se centrifugo la placa y las células 

adheridas se fijaron con glutaraldehido al 1.1% durante 1 hora, después se adicionó la solución de 

cristal violeta (Sigma, Missouri, USA) para teñir el núcleo celular (Kueng et al., 1989), como 

método indirecto para cuantificar el número celular ( Gillies et al.,1986), se retiró el exceso de 

colorante con agua destilada. En seguida se agregaron 50 µL de ácido acético al 10% a cada pozo, 

agitándolo durante 20 minutos en un agitador de placas (Red Rotor, Instrumental electrónicas, 

USA) para solubilizar el colorante. La densidad óptica de las células fue evaluada a 570 nm en un 

espectrofotómetro de placas (Spectra Tecan Image, Austria).  

 

Viabilidad celular 

Se evaluó mediante dos formas: A) MTS la cual se fundamenta en la reducción metabólica una sal 

de tetrazolio, en este caso [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-

sulfophenyl)-2H-tetrazolium (MTS) mediante la actividad de la enzima mitocondrial succinato 

deshidrogenasa en una sal de formazán de color azul (Borenfreud et al., 1988). Es un ensayo 

colorimétrico basado en la cuantificación espectrofotométrica en el que el valor de absorbancia 

obtenido es proporcional al número de células metabólicamente activas (capaces de reducir MTS), 

permite valorar la viabilidad celular y la actividad mitocondrial de forma directa, ya que la cantidad 

de células vivas es proporcional a la cantidad de sal de formazán formada (Castro, 2006). 



Brevemente después de 120 h de estímulo sin y con CasNa se adicionaron 20 ~L de CellTiter96 

(Promega, USA) a la placa y durante 4 h se mantuvo dentro de la incubadora, posteriormente se 

realizó la lectura de absorbancia en un espectrofotómetro de placas (Spectra Tecan Image, 

Austria) a una densidad óptica de 490 nm. 

B) Azul tripa no, para determinar la presencia de necrosis en las células WEHI-3GFP, después del 

cultivo se tomó una muestra celular en proporción 1:1 con colorante azul tripa no 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. 

Establecimiento de cocultivo de células WEHI-3GFP y 
CMN 

Las células WEHI-3GFP+, WEHI-3 parentales no fluorescentes y CMN fueron cultivadas de manera 

individual y conjunta en placas de 24 pozos a una densidad inicial de 0.75x103 y 1x10s 

respectivamente en IMDM suplementado con 15% de suero fetal bovino (SFB) desactivado por 

calor (Gibco BRL, USA), 5% de suero equino (HyClone, USA). Las células CMN son dependientes de 

factores de crecimiento exógenos para proliferar y sobrevivir (Goldberg et al., 1981; Francke et al., 

2011) por lo tanto, fueron cultivadas como se describe en Ramos-Mandujano et al., 2008 con5 

ng/mL de interleucina 3 recombinante de ratón (rmIL-3) (R&D System, USA), tanto en cocultivo 

con células WEHI-3 como en los sistemas individuales. En todos los casos se estimularon con 2 

mg/mL de CasNa durante un periodo máximo de 120 h, considerando controles de sólo PBS como 

vehículo; al término del cultivo las células se recuperaron por centrifugación, fueron lavadas en 

PBS. 

Vector 

Se utilizó el 
f co01091 

(~ 854) 

ApBlI 
(43001 

Stul 
125m 

Asel 
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pEGFP-Cl 
4.1 kb 
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por el Dr. Enrique Isabel Miranda Peralta (Hospital General de México). El plásmido pEGFPC-1, 

expresa de manera constitutiva GFP bajo el control del promotor de CMV y confiere resistencia 

frente a neomicina/kanamicina vía la expresión del gen Tn5 regulado por el promotor de SV40 (BD 

BiosciencesClontech, 2002) (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.  Mapa del plásmido pEGFPC-1 de 4.7 kb (tomado de BD Biosciences-Clontech, 2002). 

 

Establecimiento de la dosis de selección con el antibiótico 

G418 

Se realizó una curva dosis respuesta de la proliferación y viabilidad de las células leucémicas WEHI-

3 determinando la dosis requerida para inducir letalidad (IC50, IC25, IC10) en presencia del 

antibiótico Geneticina® (G418) (Invitrogen, USA). La línea celular WEHI-3 se sembró en una placa 

de 96 pozos fondo plano (Corning, USA) a una densidad de 3x103 células/mL de medio de cultivo 

adicionando concentraciones de (0), 0.1, 0.3, 0.5, 0.7 y 0.9 mg/mL de G418 y se dejó en cultivo a 

37°C y 5 % de durante 72 h. Posteriormente se centrifugo la placa y las células adheridas se fijaron 

con glutaraldehido al 1.1% durante 1 hora, después se adiciono la solución de cristal violeta 

(Sigma, USA) para teñir el núcleo celular (Kueng et al., 1989), como método indirecto para 

cuantificar el número celular (Gillies et al.,1986), se retiró el exceso de colorante con agua 

destilada. En seguida se agregaron 50 µL de ácido acético al 10% a cada pozo, agitándolo durante 

20 minutos en un agitador de placas (Red Rotor, Instrumental electrónicas, USA) para solubilizar el 

colorante. La densidad óptica de las células fue evaluada a 570 nm en un espectrofotómetro de 

placas (SpectraTecanImage, Austria), posteriormente los datos obtenidos fueron graficados en 
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porcentaje de proliferación. Mediante la ecuación de regresión lineal se determinó las 

concentraciones necesarias de G418 para inhibir al 50, 75 y 90% la proliferación celular (IC50, IC25, 

IC10) de WEHI-3. 

Transfección de WEHI-3 

Para la generación de WEHI-3GFP con la expresión constitutiva estable de la proteína verde 

fluorescente (GPF). Brevemente, las células WEHI-3 fueron transfectadas con el plásmido pEGFPC-

1 utilizando Lipofectamine® LTX & Plus Reagent (Invitrogen, USA). Se sembraron en 4x104 células 

WEHI-3 por mL en una placa de 24 pozos de ultra baja adherencia (Corning, USA) utilizando tres 

distintos medios de cultivo IMDM (Gibco BRL, USA), DMEM (Gibco BRL, USA) y optiMEM (Gibco 

BRL, USA), una hora antes de comenzar la transfección. Para la preparación del plásmido se 

diluyeron 5 μg del plásmido en 4   µL de su respectivo medio, una vez hecho esto se mezcló el 

Plus Reagent (Invitrogen, USA) y se agregó 10 µL a cada preparación del plásmido, se mezcló e 

incubo durante 15 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo se le agrego 2.5 µL 

de Lipofectamine® LTX (Invitrogen, USA) y se incubo por 30 minutos a temperatura ambiente; 

después de la incubación se añadió 112.5 µL del resultante a cada pozo de la placa; en cada 

condición se agregó 0%, 0.1%, 0.2%, y 0.3% de SFB (dado que WEHI-3 es una línea celular 

dependiente de SFB). Por último se mezcló suavemente en el agitador de placas durante 30 

minutos; las placas se dejaron en la incubadora a 37°C en una atmosfera humidificada con 5% de 

CO2 por 24 horas, pasado este tiempo se centrifugo la placa y posteriormente un cambio de 500 µL 

de medio al 10% de SFB. Al término de la transfección se comenzó la selección de WEHI-3GFP 

tratándolas con 0.41 mg/mL de Geneticina® (Invitrogen, USA); los clones seleccionados se 

expandieron en IMDM (Gibco BRL, USA), suplementado con el 10% de SFB (Gibco BRL, USA) 

desactivado por calor, L-Glutamina   mM y  .  µM de β-mercaptoetanol (Sigma Aldrich, USA), 

37°C y 5 % de CO2 con cambio de medio cada 48 h además de ir incrementando la concentración 

de Geneticina® (G418) (Invitrogen, USA) a fin de mantener la expresión del gen EGFP  

 

 

 

Verificación de positividad para GFP 
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Para la cuantificación de la expresión de GFP, la intensidad de fluorescencia se midió por 

citometría de flujo utilizando un BD FACSAria II™ (Becton Dickinson, Alemania) al término de la 

transfección, las células se lavaron con 2 mL de PBS y se resuspendieron en FACSFlow™ (Becton 

Dickinson, USA) para el análisis FACS, adquiriendo 10,000 eventos por muestra.  

Además de lo anterior la positividad de GFP se visualizó en el microscopio de fluorescencia, se 

tomaron 200 µL de cada muestra para con ello realizar un citospin en una citocentrifuga (Shandon 

Southern, USA); las muestras fueron observadas en un microscopio con focal Axio Vert.A1 (Zeiss, 

Alemania) en campo claro y posteriormente en campo oscuro a 10x. 

 

Análisis de fragmentación del ADN  

Se empleó la detección de degradación en ADN como criterio de muerte celular por apoptosis. 

Brevemente, es conocido que durante el proceso de muerte celular por apoptosis se presenta la 

síntesis de endonucleasas que cortan el ADN a nivel internucleosomal, liberando nucleosomas los 

cuales se sabe que contienen alrededor de 200 pares de bases. Al realizar un corrimiento 

electroforético de las muestras resultantes de una extracción de ADN de células apoptóticas es 

posible observar la aparición de un patrón característico de ADN en escalera, mejor conocido 

como “DNA Ladder” (Alfaro et al., 2000); al realizar este procedimiento se verifico la integridad del 

ADN de cultivos de WEHI-3 y CMN individuales y conjuntos sin y con CasNa. 

Una vez transcurrido el tiempo de incubación de 120 h WEHI-3GFP, CMN y el cocultivo de ambas 

estimuladas con PBS o 2 mg/mL de CasNa, las muestras se colocaron en eppendorf con 1mL de 

PBS y centrifugaron (Hermle Z300K) a 1500 revoluciones por minuto (rmp) durante 5 minutos a 

17 C. Se retiró todo el PBS y se adicionaron 500 µL de DNAzol (Invitrogen, USA), se resuspendió 

lenta y suavemente hasta disolver el botón celular e inmediatamente se incubo durante 20 

minutos a 4°C, una vez transcurrido este tiempo se adiciono 1mL de etanol absoluto (Sigma, USA) 

se mezcló por inversión 6 veces. Hecho lo anterior se centrifugo a 12,000 rpm durante 10 minutos 

a 4°C en una centrifuga (Hermle Z300K) realizada la centrifugación se decantó el sobrenadante y 

se realizó la misma operación utilizando etanol al 75% (Sigma, USA). Posteriormente se dejó secar 

los restos de etanol por 3 minutos a temperatura ambiente y finalmente se hidrato agregando de 

20 a 40 µL de agua libre de RNAsas (DEPC, dietilpirocarbonato) proporcionalmente al tamaño del 

botón de cada muestra. 
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Finalmente, el corrimiento de las muestras de llevo a cabo en un gel de agarosa al 1.5% 

UltrapureTMAgarose (Invitrogen, USA) en buffer triacidoborico-EDTA 1x (TBE), adicionado con 30µL 

del stock (0.5µg/mL) de bromuro de etidio (Sigma, USA) se cargaron 4 µL de marcador de peso 

moleculares O’ GeneRuler  kb Plus ADN (Genetimes Technology,Hong Kong), 4µL del buffer del 

carga (Promega, USA) y 12 µg de ADN de cada muestra. El gel se corrió a 90 volts durante 1.5 

horas, hecho esto el gel se revelo en un transiluminador DigiDoc-it (UVP, USA) y se tomó la 

fotografía con el programa Doc-It-LS Acquisition Software (UVP, USA). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



36 
 

RESULTADOS 

 

CasNa inhibe la proliferación de WEHI-3, pero potencia 

la proliferación de CMN y CC, manteniendo la actividad 

metabólica 

 

Para confirmar que el CasNa tiene un efecto diferencial sobre la proliferación de la línea de 

leucemia mielomonocítica de ratón WEHI-3 y células hematopoyéticas normales de médula ósea, 

tanto en cultivos individuales como en cocultivo, se mantuvieron estas  células por 120 h con y sin 

2 mg/mL de CasNa después de los cual, evaluamos tanto la proliferación por cristal violeta, como 

la actividad metabólica por reducción de MTS, como criterio de viabilidad celular. Se demostró que 

CasNa inhibe la proliferación de WEHI-3 tras 120 horas de cultivo con respecto al vehículo, pero en 

el mismo tiempo estimula la proliferación de CMN y el cocultivo de ambas (Figura 4). Por otra 

parte, el CasNa redujo la actividad metabólica en el cultivo individual de WEHI-3, pero no en CMN 

ni CC. Por el contrario, aumentó en CMN y CC, aunque el CC fue significativamente menor que en 

CMN en presencia de CasNa, lo cual indica una reducción de la viabilidad (Figura 5).  

Una vez que confirmamos la actividad diferencial por efecto de CasNa, nos preguntamos quiénes 

eran las células que no proliferaban y las responsables de la reducción de la viabilidad dentro del 

CC, por ello se decidió transfectar las células WEHI-3 con un vector de expresión constitutiva para 

el gen reportero de la proteína fluorescente (GFP), de esta manera podríamos detectar a las 

células WEHI-3 en un CC con CMN.  
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Figura 4. Porcentaje de proliferación de la línea celular leucémica mielomonocitica (WEHI-3), 

células hematopoyéticas normales de médula ósea (CMN) y el cocultivo de ambas (CC) en ausencia 

o presencia de 2mg/mL de CasNa después de 120 h de cultivo. Cada punto representa  la media +/- 

desviación estándar de 3 ensayos independientes. Significancia estadística * p˂0.05 respecto a 

solución buffer de fosfatos (PBS) en el ANOVA Tukey.  

 

 

Figura 5. Actividad metabólica (viabilidad) de la línea celular leucémica mielomonocitica (WEHI-

3), células hematopoyéticas normales de médula ósea (CMN) y el cocultivo de ambas (CC) en 

ausencia o presencia de 2mg/mL de CasNa después de 120 h de cultivo. Cada punto representa  la 

media +/- desviación estandar de 3 ensayos independientes. Significancia estadística * p˂0.05 

respecto a PBS en el ANOVA Tukey.  
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El antibiótico G418 inhibe la proliferación de las células 

leucémicas WEHI-3 de manera dosis dependiente, con una 

IC50  de 0.41mg/mL 

 

El vector pEGFPC-1 además de expresar de manera constitutiva la proteína verde fluorescente, 

confiere resistencia al antibiótico Geneticina. Por lo tanto, nos preguntamos si las células WEHI-3 

paténtales son  sensibles a la presencia de este antibiótico, de ser así, únicamente las células 

portadoras del vector serían capaces de sobrevivir y proliferar en presencia de antibiótico G418, 

análogo a Geneticina. De esta manera podríamos seleccionar fácilmente aquellos cultivos de 

células WEHI-3 portadores del vector, de aquellos cultivos no portadores del vector y en 

consecuencia negativos para la expresión de GFP. 

Luego de estimular a las células WEHI-3 con diferentes concentraciones de G418, se encontró que 

este antibiótico inhibe la proliferación de la línea celular WEHI-3 en forma dependiente de la 

concentración en evaluaciones a 72 h (Figura 6). Una vez obtenida la curva de proliferación se 

calcularon las concentraciones necesarias para  inhibir al 50, 75 y 90% la proliferación celular           

(IC50, IC25, IC10) mediante un análisis de regresión lineal (Tabla 3).  
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Figura 6. Efecto antiproliferativo inducido por Geneticina® (G418), sobre la línea celular 

leucémica mielomonocítica WEHI-3. Evaluación mediante la técnica de cristal violeta  después de 

72 h de cultivo. Control (0), 0.1, 0.3, 0.5, 0.7 y 0.9  mg/mL. Valores promedio de  tres ensayos 

independientes con tres repeticiones. *Significancia estadística contra su respectivo control 

ANOVA Tukey p<0.05. 

 

 

Células Geneticina® (G418) 

WEHI-3 
     

0.41 mg/mL 

     

0.84 mg/mL 

     

1.10 mg/mL 

 

Tabla 3. Valores de IC50, IC25, IC10 (mg/mL) para la línea celular leucémica mielomonocítica 

WEHI-3. Calculada con base en la curva dosis-respuesta y obtenida a partir de una ecuación de 

regresión lineal. 

 

 

 

 * 

 * 

* 

* * 
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Transfección con el vector pEGFP-C1 y seguimiento de las 

células leucémicas WEHI-3 transfectadas 

 

Una vez conocida la concentración de Geneticina (G418), con la cual posteriormente se 

seleccionaría a las células portadoras del vector, se procedió a realizar la transfección de la línea 

celular leucémica WEHI-3 con el plásmido pEGFP-C1, bajo diferentes condiciones de medio de 

cultivo y SFB, dado que no se tenían las condiciones óptimas para obtener mayor porcentaje de 

expresión de GFP utilizando Lipofectamine LTX & Plus Reagent. Después de 72 horas de la 

transfección se analizaron las muestras mediante citometría de flujo, para conocer la eficiencia de 

la transfección por medio del porcentaje de positividad para GFP, adquiriendo 3,500 eventos por 

muestra. En donde se obtuvo que ninguna combinación de optiMEM y SFB rindió más de 0.9% de 

células WEHI-3 positivas para GFP (Figura 7), por su parte la combinación de DMEM y 0.1% de SFB 

rindió un máximo de 6.4% de células WEHI-3 positivas para GFP (Figura 8); mientras que los 

mayores porcentajes de eficiencia, fueron logrados en combinación con IMDM, en donde  IMDM 

0.2% SFB generó  5.6% GFP+; IMDM 0.1% SFB= 10.1% GFP+;  IMDM 0% SFB= 32.9% GFP+ (Figura 

9). Dentro de todas las combinaciones las condiciones marcadas como control contenían 

Lipofectamine® LTX & Plus Reagent pero no el plásmido, así como 10% de SFB, es decir eran el 

control de fluorescencia basal o autofluorescencia de la población. 
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Condición 
GFP+ 

(%) 

OptiMEM/Control 0.4 

 
OptiMEM/0% SFB 

 
0.2 

OptiMEM/0.1% SFB 0.2 

 
OptiMEM/0.2% SFB 

 
0.6 

OptiMEM/0.3% SFB   0.9  

 

Figura 7. Ninguna combinación de optiMEM y SFB rinde más de 0.9% de células WEHI-3 

positivas para GFP. Verificación de la positividad de las células WEHI-3 72 horas después de la 

transfección con el plásmido pEGFPC-1; en donde OptiMEM-control son células WEHI-3 en 

medio de cultivo OptiMEM al 10 % SFB sin ningún plásmido como control de la población. 
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Condición 
GFP+ 

(%) 

DMEM/Control 0.2 

 
DMEM/0% SFB 

 
2.9 

DMEM/0.1% SFB 6.4 

 
DMEM/0.2% SFB 

 
1.3 

DMEM/0.3% SFB   1.6  

 

Figura 8. La combinación de DMEM y 0.1% de SFB rinde un máximo de 6.4% de células WEHI-3 

positivas para GFP. Verificación de la positividad de las células WEHI-3 72 horas después de la 

transfección con el plásmido pEGFPC-1; en donde DMEM-control son células WEHI-3 en medio 

de cultivo DMEM al 10 % SFB sin ningún plásmido como control de la población. 
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Condición 
GFP+ 

(%) 

IMDM/Control 0.5 

 
IMDM /0% SFB 

 
32.9 

IMDM /0.1% SFB 10.1 

 
IMDM /0.2% SFB 

 
5.6 

IMDM /0.3% SFB   1.6  

 

Figura 9. La combinación de IMDM y la ausencia de SFB rinde un máximo de 32.9% de células 

WEHI-3 positivas para GFP. Verificación de la positividad de las células WEHI-3 72 horas después 

de la transfección con el plásmido pEGFPC-1; en donde IMDM-control son células WEHI-3 en 

medio de cultivo IMDM al 10 % SFB sin ningún plásmido como control de la población. 
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Después de la obtener condiciones de un 32.9% de células WEHI-3GFP+ se comenzó la selección 

de las células WEHI-3GFP tratándolas con la IC50 de Geneticina (G418) 0.41 mg/mL. Las WEHI-3GFP 

se mantuvieron en condiciones de cultivo estándar a una densidad de 1x102 – 3x104  células/mL 

con cambio de medio cada 48 h; luego de dos semanas en cultivo se incrementó gradualmente la 

concentración de Geneticina (G418) de 0.41 a 0.84 mg/mL, siendo la expresión para GFP 

monitoreada regularmente, así luego de 6 semanas post-transfección la positividad se incrementó  

hasta el 99% (Figura 10a). Adicionalmente a la determinación por citometría de flujo de la 

expresión de GFP, se visualizó un citocentrifugado de WEHI-3GFP a 10x (Figura 11) bajo una luz de 

470 nm aproximadamente, y se comprobó que aun utilizando una herramienta de menor 

sensibilidad como lo es la microscopia de fluorescencia se puede confirmar que estas células son 

verde fluorescente (GFP+). 

Así mismo durante 9 semanas más la positividad de WEHI-3GFP se mantuvo por encima del 90% 

(Figura 10b); sin embargo, se observó que cultivos en ausencia de G418 es decir, sin la presión de 

selección por parte del antibiótico, la expresión de GFP en las células WEHI-3GFP es casi nula 

(Figura 12). 

 

 

 

Figura 10. Expresión de GFP en las células WEHI-3GFP generadas con  el plásmido pEGFPC-1 a) 

seis semanas después de la transfección y b) quince semanas post-transfección. Se muestra de color 

azul  WEHI-3  como  control de fluorescencia basal  y de  color verde la fluorescencia de  las 

células WEHI-3GF. 

 

        a)                 b) 

 
99% WEHI-3GFP 

0.7% WEHI-3 

 
90% WEHI-3GFP 

1.3% WEHI-3 
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Figura 11. Expresión de GFP en las células WEHI-3GFP generadas con el plásmido   pEGFPC-1 

detectada mediante microscopia de fluorescencia. WEHI-3 transfectadas con el plásmido pEGFPC-

1 observadas  (A)  microscopia  de campo claro y (B) microscopia de fluorescencia. Se observan las 

células  WEHI-3GFP  sometidas a luz  LED (300 a 470 nm).  Imagen representativa a 10X. 

 

 

 

Figura 12. La expresión de GFP en las células WEHI-3GFP generadas con el plásmido pEGFPC-1 

es dependiente de la presencia de G418. Se muestra de color azul WEHI-3 como control de 

fluorescencia basal y de color rosa las células WEHI-3GFP sin la presión de selección del 

antibiótico (G418). 

a) 
A B 
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Las células WEHI-3GFP son morfológicamente similares y 

responden a la presencia de CasNa de manera similar que 

las células WEHI-3, en evaluaciones de proliferación a 

72h de cultivo 

 

Los resultados anteriores muestran que las celulas transfectadas expresaban GFP y que ésta era 

dependiente de la presión de selección con el antibiótico G418. Es conocido que la expresión de 

una proteína heteróloga como GFP, es inocua para la célula portadora del transgen sin embargo, 

desconocíamos si bajo nuestras condiciones de cultivo, las células WEHI-3 positivas para GFP eran 

similares en morfología y proliferación a la linea celular leucemica parental sin transfección y si en 

presencia de 2 mg/mL de CasNa también se inhibiría su proliferación celular. 

Por lo anterior, se compararon WEHI-3 y WEHI-3GFP tanto en morfologia como en cultivo celular y 

la Figura 13A y Figura 13C muestra que las células WEHI-3GFP forman agregados celulares en 

suspensión al igual que su contraparte WEHI-3; por otro lado al observar las imágenes 13B y 13D 

los citocentrifugados de ambas muestran caracteristicas que las hacen morfologicamente 

similares.  

De manera interesante, se encontró una diferencia significativa en la proliferación de las células 

transfectadas (WEHI-3GFP) comparada con la linea parental (WEHI-3) en presencia de PBS como 

vehículo; sin embargo se demostró que tanto WEHI-3 como WEHI-3GFP inhiben su proliferación 

de manera similar en presencia de 2 mg/mL de CasNa despues de 72 h de cultivo (Figura 14) y en 

ambas se ve afectada la viabilidad celular en 5% y 3% respectivamente, por lo que WEHI-3GFP se 

comporta igual que la línea parental en presencia de CasNa (Figura 15).   
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Figura 13. Comparación entre las células  WEHI-3 y las transfectadas WEHI-3GFP cultivos de 

WEHI-3 (A) y WEHI-3GFP (C) observada en el microscopio (10x) después de 48 horas de cultivo 

al 10% de SFB y 1.1 µM de β-mercaptoetanol en ambos casos. Citocentrifugados de WEHI-3 (C) y 

WEHI-3GFP (D) observada en el microscopio (100x) después de 48 horas de cultivo. 
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Figura 14. CasNa inhibe la proliferación de WEHI-3 como de WEHI-3GFP. Evaluación de 

proliferación de las células  WEHI-3 y WEHI-3GFP en ausencia o presencia de 2mg/mL de CasNa 

tras 72h de cultivo, por cristal violeta. Cada punto representa  la media  +/- desviación estándar de 3 

ensayos independientes. Significancia estadística *° p˂0.05 respecto al control (0mg/mL) en el 

ANOVA Tukey. 

 

 

Figura 15. CasNa disminuye la viabilidad de WEHI-3 y WEHI-3GFP a 72 de cultivo. Evaluación 

de viabilidad de las células  WEHI-3 y WEHI-3GFP en ausencia o presencia de 2mg/mL de CasNa 

tras 72h de cultivo mediante exclusión al  azul tripano. Cada punto representa  la media  +/- 

desviación estándar de 3 ensayos independiente. Significancia estadística *° p˂0.05 respecto al 

control (0mg/mL) en el ANOVA Tukey. 

 

* 

* 

  ° 

  ° 

* ° 
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El CasNa inhibe la proliferación de las células leucémicas 

WEHI-3GFP pero potencia la de las células 

mononucleadas de médula ósea normal y del cocultivo de 

ambas 

 

Establecimos que las células WEHI-3 transfectadas (WEHI-3GFP) eran similares en proliferación, 

viabilidad y morfología a las células parentales WEHI-3 y que ambas inhibían su proliferación en 

presencia de CasNa. Por lo anterior, realizamos un cocultivo como en la Figura 4 pero con células 

WEHI-3GFP para evaluar el porcentaje de células positivas para GFP en presencia y ausencia de 

2mg/mL de CasNa, considerando controles de células WEHI-3 y CMN tanto en forma individual 

como en CC.  

Por lo que se realizó un cocultivo con las condiciones anteriormente mencionadas y tras 120 h de 

cultivo se observó bajo el microscopio que el CasNa disminuyó la proliferación de WEHI-3GFP con 

respecto al vehículo, sin embargo se puede apreciar un aumento la proliferación tanto en el 

cultivo de CMN como en CCGFP comparados contra sus respectivos vehículos (Figura 16) tal como 

habíamos observado en los ensayos iniciales con células WEHI-3 parentales (Figura 4).  

Cuando evaluamos por citometría de flujo el porcentaje de células verde fluorescentes 

encontramos que las células WEHI-3GFP estimuladas con PBS, tienen un 74.3% de células GFP+ 

mientras que estimuladas con 2mg/mL de CasNa solo se encontró un  30.03% de células GFP+, lo 

que se traduce en una reducción del 44.27%. De manera inesperada, cuando se evaluó el 

porcentaje de células verde fluorescentes en los cultivos sin transfección de WEHI-3 y CMN en 

presencia de CasNa, encontramos un incremento en el porcentaje de fluorescencia (Figura 17), 

mientras que en el CCGFP tratado con CasNa se encontró una reducción significativa de la 

positividad a GFP del 50% (pasando de  57.86% en CCGFP/PBS a 28.96% en CCGFP/CasNa) (Figura 

17 y Figura 18). Estos resultados son una prueba contundente de que el CasNa reduce el número 

de células leucémicas en un cocultivo con células normales.  
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Figura 16. Cultivos de las células WEHI-3GFP, células hematopoyéticas normales de médula ósea 

(CMN) y cocultivo de ambas (CCGFP) a las 120 horas de estímulo CasNa (2mg/mL) o PBS como 

vehículo; A: WEHI-3GFP+PBS, B: WEHI-3GFP+CasNa, C: CMN+PBS, D: CMN+CasNa, E: 

CCGFP+PBS, F: CCGFP+CasNa. Imágenes representativas a 10x. 
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Figura 17. Porcentaje de fluorescencia (GFP) en células WEHI-3GFP, CMN y el cocultivo de 

ambas (CCGFP) en ausencia o presencia de CasNa (PBS o CasNa respectivamente) a 120 h de 

cultivo. Histogramas representativos de un solo experimento.  
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Figura 18. Porcentaje de fluorescencia en células WEHI-3, WEHI-3GFP, CMN, cocultivo parental 

(CC) y el cocultivo de células mononucleadas y WEHI-3 GFP (CCGFP) en ausencia o presencia de 

2 mg/mL de CasNa después de 120 h de cultivo. Valores promedio de  tres ensayos independientes. 

*Significancia estadística  p˂0.05 respecto a PBS en el ANOVA Tukey.   

 

 

El CasNa induce fragmentación del ADN en las células 

leucémicas  WEHI-3GFP y cocultivo pero no en 

mononucleadas de médula ósea normal 

 

Los resultados anteriores muestran una reducción en el número de células positivas a GFP, por lo 

que existía la posibilidad de inducción de muerte celular, para verificarlo se evaluó la integridad 

del material genético de células WEHI-3GFP, células mononucleadas de médula ósea y el cocultivo 

de ambas en ausencia o presencia de 2 mg/mL de CasNa en un corrimiento electroforético. Los 

resultados mostraron un patrón de ADN en forma de “escalera” característico de células 

apoptóticas en WEHI-3GFP y CCGFP pero no en CMN tratadas con 2mg/mL de CasNa, mientras 

que en las condiciones estimuladas con PBS como vehículo este  patrón en forma de escalera no se 

observa, lo cual indica que en estas condiciones no hay muerte celular (Figura 19).  
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Figura 19. Corrimiento electroforético de ADN de células WEHI-3GFP, CMN y cocultivo de 

ambas (CCGFP) en ausencia o presencia de 2 mg/mL de CasNa; (pb) marcador de peso molecular. 
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DISCUSIÓN 
 

La leucemia mieloide aguda (AML) es un desorden agresivo caracterizado por la acumulación de 

células hematopoyéticas inmaduras en la médula ósea (Jaso et al., 2014; Stone et al., 2004); estas 

células presentan características distintivas tales como: inestabilidad genómica, sostenida 

señalización proliferativa, evasión de supresores de diferenciación, resistencia a muerte, inducción 

de angiogénesis y activación de metástasis (Kushlinskii & Nemtsova, 2014; Hanahan & Weinberg, 

2011). A pesar del avance en el conocimiento de las bases celulares y moleculares de esta 

enfermedad, aún se encuentra dentro de los primeros cinco tipos de cáncer más frecuente y de 

alta mortalidad a nivel mundial (Tima et al., 2014; Cheng et al., 2014; Ferrara & Schiffer, 2013). 

Tratamientos como la quimioterapia son tóxicos en las células malignas pero también en las 

células normales, incluyendo las hematopoyéticas lo que compromete la vida del paciente (Shipley 

& Butera 2009); por lo que, es innegable la necesidad de desarrollar un agente antineoplásico con 

actividad hacia células malignas, pero carente de toxicidad para los tejidos normales (Hsiao et al., 

2014; Lickliter et al., 2003).  

Nuestro grupo de trabajo había mostrado que el caseinato de sodio (CasNa) inducía un efecto 

diferencial sobre la proliferación de células leucémicas y hematopoyéticas normales en cultivos 

separados (Ledesma-Martínez et al., 2012; Ramos-Mandujano et al., 2008) pero desconocíamos si 

en un cocultivo (CC) el CasNa podía inhibir la proliferación de células leucémicas WEHI-3 pero no 

de mononucleadas normales y en el mejor de los casos inducir la proliferación de las células sanas, 

lo que nos acercaría un paso más al antineoplásico ideal.   

Las células leucémicas comparten muchas características morfológicas con las células 

hematopoyéticas sanas sin embargo, solo un patólogo experto puede identificar la presencia de 

blastos en extendidos de médula ósea, lo cual ha sido por décadas la base del diagnóstico de AML 

en humanos (NCI, 2009; Robak et al., 2009; Vardiman, 2009). Con el advenimiento de la citometría 

de flujo, la tipificación de la leucemia por inmunofenotipo ha permitido modernizar el diagnóstico 

e incluso, hacer predicciones y modificaciones al esquema de tratamiento (Jaso et al., 2014; Weng 

et al., 2013), sin embargo, cuando las células carecen de un inmunofenotipo específico o de 

alteraciones cromosómicas que permitan su identificación, es necesaria otra manera de 

identificación, por lo que la transfección con un gen reportero es la mejor alternativa para rastrear 

y cuantificar su presencia dentro de un sistema cerrado como es el cultivo celular (Bakhshandeh et 
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al., 2012). Es por ello que en este trabajo, nos planteamos desarrollar una estrategia de 

identificación de células leucémicas WEHI-3 en cocultivo con células mononucleadas normales de 

médula ósea (CMN) para analizar si el CasNa, conservaba el efecto diferencial es decir, inhibir la 

proliferación de las células leucémicas WEHI-3 sin dañar a las células normales. 

Dentro de la transferencia génica en células de mamíferos existen dos tipos de vectores (Armenta 

et al., 2006). Los vectores virales ofrecen una forma atractiva de introducir ADN en las células 

huésped con alta eficiencia, debido a sus capacidades de transferencia de genes y expresión 

génica (Legorreta et al., 2012; Bergen et al., 2011); sin embargo también presentan desventajas 

entre las cuales destacan el alto riesgo de mutagénesis por inserción inespecífica, alta 

inmunogenicidad y citotoxicidad (Asgharian et al., 2014; Legorreta et al., 2012; Bergen et al., 

2011). Por otro lado, en general los vectores no virales rinden una menor eficiencia de 

transfección comparados con los vectores virales (Akita et al.,        Tros de Ilarduya et al., 2010). 

Sin embargo dentro de este panorama los liposomas tienen varias características que los hacen ser 

atractivos como vectores para la transferencia de genes: no son inmunogénicos, no son tóxicos, 

pueden entregar múltiples genes de cualquier tipo de ácido nucleico (lineal o súper enrollado), los 

liposomas como transportadores de ADN pueden transfectar células que no se dividen (incluyendo 

neuronas), mayor eficiencia, reproducibilidad y finalmente son relativamente sencillos de preparar 

(Wang et al., 2013; Ramos et al., 2005; Murphy et al., 2001; Ibáñez et al., 1996), por lo anterior 

para este trabajo se utilizó una transfección con lipofectamina como estrategia de transfección no 

viral. 

Las condiciones para transfectar una línea celular varían dependiendo de la misma (Bakhshandeh 

et al., 2012) y son muchos los parámetros que pueden afectar la eficiencia de la transferencia de 

genes por lipofección; entre ellos, la composición de los liposomas, la correlación liposoma/ADN, 

la concentración del lipocomplejo, el protocolo de tratamiento de las células y el medio utilizado 

para la transfección (Farago et al., 2008); tomado en cuenta estas variables se plantearon las 

condiciones de transfección con la utilización del plásmido pEGFPC-1 el cual ha demostrado ser un 

excelente vector dada su capacidad para generar transfecciones de alta intensidad de 

fluorescencia (Genové et al.,2005).  

Como primer punto nos preguntamos qué medio de cultivo era el más adecuado para obtener una 

alta eficiencia de transfección usando lipofectamina. En la literatura se describe que la mayoría de 

las lipofecciones se llevan a cabo, al menos en etapas tempranas del procedimiento, en medio 
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libre de suero (Hawley-Nelson et al., 2008) dado que las proteínas séricas pueden interactuar con 

las bicapas de la membrana de los liposomas desestabilizándolas, bloquear la asociación del 

lipocomplejo con las membranas celulares reduciendo su capacidad de agregación a la membranas 

o incluso, reducir la absorción de las vesículas endosomales (Wang, 2013; Vitiello et al., 1998), lo 

que se traduce en una baja eficiencia de transfección. Así, el uso de un medio bajo en proteínas y 

libre de suero como punto de partida de transfección parecía ser la mejor opción sin embargo, al 

hacer una revisión bibliográfica, encontramos diversas opiniones sobre el tipo de medio que debía 

usarse en transfecciones con lipofectamina; de acuerdo con el fabricante de este (Invitrogen-Life 

Technologies, 2013) optiMeM (era el medio comercial especializado para transfección libre de 

suero) o DMEM, pero Hawley-Nelson y colaboradores (2008) además del optiMEM sugieren la 

utilización del medio propio de las células, aun cuando algunos aditivos contenidos en el medio 

podían interferir con las cargas del lipocomplejo, en nuestro caso IMDM. Bajo esta premisa, 

probamos los 3 medios sin y con diferentes proporciones de SFB puesto que el fabricante de 

optiMEM (Gibco-Life Technologies, 2013) sugiere el uso de bajos porcentajes de SFB de así 

necesitarlo el cultivo celular.  

Bajo nuestras condiciones experimentales, encontramos que la combinación de IMDM en ausencia 

de SFB, tiene la mayor eficiencia de transfección (32.9% GFP+) en evaluaciones 72 h post-

transfección; estos resultados son similares a lo obtenido por Asgharian y colaboradores (2014), 

en donde utilizando lipofectamina en la línea celular HeLa (cáncer cérvico-uterino humano) 

tuvieron una eficiencia de 31.66%; sin embargo ese resultado se contrapone a lo establecido por el 

fabricante en donde las líneas celulares adherentes resultan con mayor eficiencia que las líneas 

celulares en suspensión (Invitrogen-Life Technologies, 2013). Por su parte, los resultados 

obtenidos en optiMEM así como de las muestras que al inicio de la transfección tuvieron el mayor 

porcentaje de SFB (0.3%) que mostraron baja a nula positividad a GFP, concuerdan con estudios 

donde se muestra que células lipofectadas en presencia de suero, rinden una baja eficiencia de 

transfección (Medina-Kauw et al., 2005).   

De manera interesante, bajo nuestras condiciones experimentales la transfección no alteró las 

propiedades morfológicas ni de cultivo de la línea celular leucémica WEHI-3, estos resultados 

contrastan al estudio realizado por Bakhshandeh y colaboradores (2012) en donde muestran que 

la transfección de células troncales mesenquimales de médula ósea y células de cordón umbilical 

se acompaña de cambios morfológicos.  
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La mayoría de los estudios donde se transfecta a células leucémicas con fines de identificación, la 

expresión del gen reportero se evalúa a las 24h (Valeri et al., 2010) y como máximo a las 72h 

(Bakhshandeh et al., 2012), considerando que un cocultivo de células WEHI-3 y CMN debía 

permanecer al menos por 120h nos preguntamos si la selección con antibiótico podría 

incrementar la eficiencia de expresión de GFP y el tiempo máximo en que las células portaban el 

vector. Luego de seleccionar las células WEHI-3GFP por adición de Geneticina (G418), fue posible 

conseguir hasta un 99% de células positivas para el transgen GFP; otros estudios de transgénesis o 

transferencia génica realizados sobre WEHI-3 muestran que aun empleando un vector viral no se 

consiguen altos porcentajes de eficiencia como lo muestra Valeri y colaboradores (2010) con un 

lentiviral 11.2% GFP+. De manera interesante, García-Castro y colaboradores (2000) usando un 

vector adenoviral consiguen 100% de células GFP+ mediante múltiples infecciones con una 

duración de 12 días de expresión, en contraste nuestros resultados muestran 90% de células 

WEHI-3GFP por más de 15 semanas post-transfección lo cual es poco común en estudios de 

lipofección, ya que no reportan más de dos semanas post-transfección (Kosaka et al., 2010).  

No obstante que las células WEHI-3 transfectadas permanecen positivas para GFP por un largo 

periodo de tiempo, la expresión del transgen es dependiente de la presencia del antibiótico, lo 

cual sugiere que se trata de una transfección transitoria (Kim et al., 2010; Hawley-Nelson et al., 

2008). Es conocido que las líneas celulares, en particular las células leucémicas expresan 

mecanismos moleculares que las hacen resistentes a los procesos de transformación genética 

(Medina-Kauw et al., 2005). Por lo anterior, no es extraño que en ausencia de la presión de 

selección con el antibiótico, las células WEHI-3 sean negativas para GFP. Sería interesante evaluar 

la presencia del vector en células WEHI-3GFP mediante la búsqueda de los genes Tn5 (gen que 

otorga la resistencia a G418) y el gen EGFP (gen que otorga la expresión de la Proteína Verde 

Fluorescente) además de conocer si dichos genes no sufrieron modificaciones epigenéticas que 

modificaran su expresión. 

Una vez seguros de poder identificar las células WEHI-3 mediante su positividad para GFP, las 

cocultivamos con CMN en presencia y ausencia de CasNa y evaluamos por citometría de flujo, el 

porcentaje de células verde fluorescentes. De manera notable, la presencia de CasNa redujo en 

44% y 50% las células fluorescentes en cultivos WEHIGFP y CCGFP respectivamente lo que nos 

sugiere una inhibición de la proliferación de las células leucémicas en el cultivo individual pero más 

interesante aún, que el CasNa reduce el número de células WEHI-3GFP pero no de células 
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hematopoyéticas normales en el CCGFP puesto que las evaluaciones de cristal violeta muestran 

que la proliferación del CC en presencia de CasNa es similar a la del CMN con CasNa.  

Por otro lado, encontramos que la fluorescencia basal de cultivos de células WEHI-3 parentales y 

CMN se incrementa en presencia de CasNa, de 0.9% a 2.9% en WEHI-3 parental y de 2.5% a 9.0% 

en CMN. En este sentido, Aubin y colaboradores (1979) sugieren que un desplazamiento en la 

región espectral fuera del rango de autoflorescencia puede ser debido a la nicotinamida adenina 

dinucleotido (NADH) (ya que emite luz fluorescente en la gama de 420 a 480 nm) (Mayevsky & 

Rogatsky, 2007). El NADH es un compuesto celular requerido para el crecimiento y es activamente 

sintetizado por las células en  proliferación o metabólicamente más activas (Aubin et al., 1979), así 

considerando que CMN en presencia de CasNa incrementan tanto su proliferación como actividad 

metabólica como mostramos en este estudio, existe la posibilidad de que el incremento en la 

autofluorescencia sea debido a NADH. De manera interesante, se ha reportado que el NADH, no 

solo está involucrado en procesos de proliferación sino también de muerte celular (Sánchez & 

Arboleda, 2008), pero cuando analizamos la integridad del material genético en cultivos de CMN 

en presencia de CasNa no encontramos evidencias de fragmentación nucleosomal; por el contrario 

tanto en WEHI-3GFP y CCGFP con CasNa observamos el patrón característico de fragmentación del 

DNA que es compatible con la inducción de apoptosis (Zhou et al., 2014; Lee et al., 2011). Sería 

interesante evaluar en el futuro si en efecto, existe modulación de la expresión de NADH que nos 

permita explicar por un lado, el incremento en la fluorescencia de cultivo de CMN en presencia de 

CasNa en ausencia de fragmentación del DNA y por el otro, si existe relación entre NADH y la 

inducción de apoptosis en células leucémicas cultivadas en presencia de CasNa. La fragmentación 

del ADN en el patrón de bandeo conocido como “escalera” es la prueba contundente de inducción 

de apoptosis, lo que es claro que ocurre en cultivos de WEHI-3GFP con CasNa pero desconocemos 

el mecanismo molecular involucrado, sería interesante evaluar en el futuro la ruta de inducción de 

apoptosis inducida por CasNa y si esta ruta es activada en las CMN pero no concluye hasta la 

inducción de fragmentación como se sabe puede ocurrir (Gao et al., 2002; Gautam et al., 2000). 

Nuestros resultados nos permiten sugerir que son las células WEHI-3GFP quienes sufren la 

fragmentación del material genético no obstante, considerando el nivel de expresión de GFP en el 

CCGFP después de 120 h en presencia de CasNa, existe la posibilidad de que persistan células 

leucémicas WEHI-3GFP viables. Estos resultados concuerdan con un estudio reciente donde se 

muestra que el CasNa prolonga la supervivencia en su modelo de leucemia in vivo, reduciendo las 
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manifestaciones de enfermedad no obstante que persisten células en la médula ósea del ratón, 

con la capacidad de proliferar in vitro en ausencia de factores de crecimiento exógenos (Ledesma-

Martínez, 2013), lo que se considera como una evidencia de la presencia de células leucémicas en 

la médula ósea (Gautam et al., 2000) Por lo anterior, sería interesante evaluar en el futuro si, CCs 

que fueron expuestos a CasNa inducen el mismo cuadro de enfermedad que la línea parental 

WEHI-3 cuando es inoculada en ratones inmunocompatibles BALB/c (Weng et al., 2013) o por el 

contrario, las células WEHI-3 que persisten en el CC con CasNa, pierden su capacidad 

leucemogénica, lo cual abriría la posibilidad del uso de CasNa para purgar in vitro de células 

malignas una muestra de CMN con fines de trasplante autólogo.  

Es conocido que los compuestos químicos capaces de eliminar a las células cancerosas afectando 

las vías de apoptosis son considerados prometedores anticancerígenos. Recientemente, al 

eliminación selectiva de las células de AML mediante la inducción de la apoptosis ha surgido como 

una estrategia valiosa para la lucha contra la AML (Hsiao et al., 2014; Carter et al., 2012; Zhang et 

al., 2012). Así moléculas antileucémicas en uso clínico para tratar la AML tales como la antraciclina 

la cual es 2.7 veces más toxica sobre cultivos de células leucémicas que sobre progenitores 

mielomonociticos in vivo (Valeri et al., 2010; Faujan et al., 2010;). Por otro lado, datos 

bibliográficos reportan que moléculas en investigación como el ácido betulínico reduce la actividad 

metabólica de las células leucémicas, pero requiere concentraciones 10 veces más altas para 

lograr el mismo efecto sobre linfocitos humanos normales (Faujan et al., 2010), el resveratrol 

induce apoptosis sobre líneas leucémicas y requiere 4 veces la concentración de IC50 para causar 

daño sobre células sanas de MO de ratón (Gautam et al., 2000; Gao et al.,2002), mientras que la 

cucurmina induce apoptosis en más del 80% de células CD34+ de pacientes con AML, mientras que 

la misma concentración es citotóxica en solo el 20% de las células normales (Wright et al., 2013). 

Pero de nuestro conocimiento, hasta el momento no se ha descrito algún antileucémico que 

induzca apoptosis en células leucémicas pero induzca la proliferación de células hematopoyéticas 

normales como lo hace el CasNa, una propiedad al parecer exclusiva de este, por lo que supera las 

expectativas de cualquier anticancerígeno para el tratamiento de la AML, lo cual le da una ventaja 

competitiva respecto a otras moléculas en investigación. 
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CONCLUSIONES 
 

 El CasNa inhibe la proliferación de las células leucémicas WEHI-3 tanto en CC como en el 

cultivo individual, pero potencia la proliferación de CMN. 

 

 El CC en presencia de CasNa, muestra similitudes en proliferación y actividad metabólica 

respecto a cultivos individuales de CMN pero no de células leucémicas WEHI-3. 

 

 El CasNa induce apoptosis en las células leucémicas WEHI-3 y en CC, pero no en CMN. 

 

 El CasNa conserva la capacidad para bloquear la hematopoyesis leucémica y favorecer la 

normal aun en un sistema de cultivo mixto. 
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APÉNDICE I  

            Preparación de reactivos y soluciones 

 

Inactivación de suero fetal bovino (SFB) 

El SFB (Gibco, USA) se deja descongelar a temperatura ambiente, una vez descongelado se pasa a 

un baño maría a 57°C por 30 minutos; esto se hace para inactivar proteínas del complemento que 

pueden interferir con el crecimiento celular. Finalmente se separa en alícuotas, para su mejor 

manipulación, conservándose a 4°C.  

 

Solución buffer de fosfatos (PBS) 

Se utiliza para mantener a las células en condiciones fisiológicas estables durante periodos cortos. 

La capacidad amortiguadora es proporcionada  por las sales de fosfato. Los componentes son 8.0g 

de cloruro de sodio  (NaCl), 0.2g de cloruro de potasio (KCl) y 0.2g de fosfato diácido de potasio 

(KH2PO4); se diluyen en un volumen final de 1 litro de agua milli-Q. Finalmente se ajusta el pH a 7.3 

utilizando fosfato monoácido de sodio (Na2HPO4) y se afora a una volumen de 1000 mL. Esta 

solución se esteriliza  por medio de autoclave durante 20 min, la solución se almacena  a 4°C hasta 

el momento de su uso. 

 

Solución de glutaraldehido al 1.1% 

Se utiliza para fijar a las células que serán evaluadas por la técnica de cristal violeta. Se toman 

1.57mL de glutaraldehido (70% v/v) se le agrega 98.43 mL de agua milli-Q y se agita suavemente. 

La solución es fotoreactiva por lo tanto debe ser conservada en un frasco ambar en un lugar fresco 

a temperatura ambiente hasta su uso. 

 

Solución cristal violeta 0.1% 

El cristal violeta se utiliza para teñir a las células fijadas al sustrato  de la placa de 96 pozos, este 

penetra la célula y se intercala en el ADN mediante interacción de cargas ya que el ADN tiene 

carga negativa y el cristal violeta tiene carga positiva. Se prepara al 0.1% en una solución 

amortiguadora de ácido fórmico 200mM pH 6, que se prepara al disolver  3.96g de NAOH a 4.28 

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

500 mL con agua milli-Q. Finalmente la solución se almacena a temperatura ambiente hasta su 

uso. 
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Solución ácido acético 10% 

El ácido acético se utiliza para diluir el colorante de las células y ser evaluadas en un lector de 

placas. Para realizar 100 mL  de ella, se toman 90 mL de agua milli-Q y se  adicionan 10 mL de 

ácido acético. 
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