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RESUMEN 
 
 
La leucemia mieloide aguda (LMA) es una enfermedad neoplásica de las células troncales de 

la sangre. La incidencia de LMA se incrementa con la edad, siendo la edad promedio de los 

pacientes de entre 65 a 75 años y a pesar de que es el tipo más común de leucemia en los 

adultos, sigue teniendo la menor tasa de supervivencia de todas las leucemias. Además, se 

presentan evidencias de que el Caseinato de Sodio (CasNa), una sal de la caseína, la principal 

proteína de la leche, tiene propiedades antileucémicas. Con el fin de evaluar esto, se cultivaron 

células leucémicas J774 y se inocularon en ratones BALB/c como un modelo murino; 

adicionalmente in vitro se obtuvieron las condiciones necesarias para probar el efecto 

diferencial del CasNa en cocultivos de células leucémicas y CMN de MON de ratón. 

Nuestros resultados muestran CasNa in vitro inhibe la proliferación y se reduce la viabilidad de 

las células leucémicas J774, con una consecuente diferenciación a macrófagos maduros al 

mismo tiempo que favorece a las CMN de MON. Por otro lado, in vivo, en un modelo de ratón 

leucémico, el CasNa conduce un incremento de la sobrevivencia; estos resultados sugieren 

que el CasNa puede ser empleado como adyuvante en la terapia de la leucemia monocítica 

con fines de purga de células leucémicas y a la vez, potenciador de la hematopoyesis normal.  
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ABSTRACT 
 
 

 
Acute myeloid leukemia (AML) is a neoplastic disease of the blood stem cells. The incidence 

of AML increases with age, with the average age of patients between 65 to 75 years and 

although it is the most common type of leukemia in adults, still has the lowest survival rate of 

all leukemias. In the present work, we show evidence that sodium caseinate (CasNa) has 

significant anti-leukemic properties. In order to evaluate this, leukemic cells J774 were grown 

in vitro and inoculated into BALB/c mice as an in vivo murine model of leukemia. Further in vitro 

conditions were established to test the differential effect of CasNa in cocultures of the leukemic 

cell line J774 and mononuclear cells from mouse normal bone barrow (MNC from mouse NBM). 

The results show that CasNa in vitro conditions, inhibits cell proliferation, induces differentiation 

and reduces viability of the leukemic cells J774 and favors MNC of NBM; while in vivo, in a 

mouse monocytic leukemia model, CasNa leads to an increase in survival. Therefore, these 

results indicate that CasNa could be used as an adjuvant in leukemia therapy, purging 

monocytic leukemia cells as well as enhance normal hematopoiesis.  
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INTRODUCCIÓN 

 
La hematopoyesis 

Las células sanguíneas tienen como principales funciones el transporte de oxígeno y la 

defensa del organismo contra la invasión de agentes patógenos. Como se producen estas 

células es un proceso ampliamente caracterizado en cuanto a la biología de las células 

troncales y progenitoras, así como de las citocinas o factores de crecimiento hematopoyético 

(FCH) que regulan el proceso de hematopoyesis (Broxmeyer et al, 1999; Bruno et al 2004; 

Metcalf, 2007a y b).  

Las células sanguíneas se desarrollan dentro de un ambiente heterogéneo conocido como 

microambiente, constituido por células hematopoyéticas, 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 & Catanzarro, 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, Burgess et al, 1980) por medio 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).  
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Una vez cumplida su función, las células maduras mueren por senescencia o bien durante el 

desarrollo de sus funciones normales (Hughes-Jones & Wickramasingh, 1991), al mismo 

tiempo, son restituidas gracias a la formación de nuevas células sanguíneas mediante la 

hematopoyesis (Orkin, 1995); 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.  

El compartimento troncal corresponde al 0.01% del total de células en la médula ósea (MO), 

que tiene capacidad de auto-renovarse y dar origen a todas las  células sanguíneas durante la 

vida de un individuo. Las células troncales humanas derivadas de sangre periférica, MO o 

sangre de cordón umbilical, se caracterizan por reconstituir la hematopoyesis a largo plazo en 

individuos mielosuprimidos (Fey, 2007), lo que funcionalmente les confiere la calidad de 

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

perdido la capacidad de autorrenovación 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 la MO. Finalmente, el 

compartimiento maduro representa el último estadio de diferenciación de las células 

hematopoyéticas (Montesinos & Mayani, 2002) presentes principalmente en torrente 

sanguíneo; éste compartimiento tiene múltiples funciones vitales para el organismo, por 

mencionar algunas; los eritrocitos transportan el oxígeno, las plaquetas participan en el control 

de la coagulación sanguínea, mientras que los granulocitos, monocitos y linfocitos intervienen 

en la defensa inmune contra agentes extraños (Zambrano-Ramírez et al, 1999). 

El sistema hematopoyético representa una continuidad de las células con propiedades y 

fenotipo cambiante según progresan a partir de células troncales hasta llegar a células 
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diferenciadas (Coulombel 2004). Una célula troncal según Metcalf (Metcalf, 2007a), es aquella 

célula hematopoyética que es capaz de auto-regenerarse y de ser multipotencial, y así, ser 

capaz de formar células maduras de los diferentes linajes hematopoyéticos. Las células 

troncales hematopoyéticas se dividen para formar más (auto regeneración) o para formar 

células progenitoras comprometidas al linaje linfoide o mieloide. Las células progenitoras 

mieloides son blastos grandes que pueden formar progenitores megacariocíticos-eritroides, 

encargados de formar la progenie megacariocítica y eritroide. Las células progenitoras 

mieloides pueden formar también progenitores de granulocito- macrófagos, que originan 

progenitores de granulocitos, macrófagos, y eosinófilos, y a partir de éstos se originan 

poblaciones maduras (Metcalf, 2007a). Los progenitores de células cebadas parten de las 

poblaciones de progenitores mieloides, pero no pasan por el estadio de progenitor 

granuclocito-macrófago (Chen et al, 2005). 

Las células troncales hematopoyéticas (CTH) se concentran principalmente en los nichos 

hematopoyéticos, se caracterizan por su alta capacidad proliferativa y de auto-renovación 

(Ogawa & Matsunaga, 1999; Orlic & Bodine, 1994), así como por la ausencia de características 

morfológicas o histoquímicas, propias de las células maduras o comprometidas hacia algún 

linaje celular. Estas células son consideradas totipotenciales, dado que son susceptibles de 

comprometerse hacia cualquiera de los linajes celulares sanguíneos mieloides y linfoides, 

cuando son estimuladas con la combinación de diferentes citocinas (Morrison et al, 1995; 

Ogawa 1993).  

Las células del estroma medular son los elementos del tejido conectivo que forman un sistema 

que brinda soporte estructural y funcional para el desarrollo de las célula hematopoyéticas, 

estableciendo un microambiente único que provee las moléculas reguladoras del crecimiento 

(Munker et al, 1998; Prosper et al, 2001), y promueve las interacciones célula-célula, y célula 

matriz extracelular. Las células estromales (fibroblastos, adipocitos, células osteogénicas, 
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células endoteliales, y células de músculo liso) en su mayoría son de origen no 

hematopoyético, y por otro lado, son  el único tipo de célula estromal derivado de las células 

troncales  hematopoyéticas (Mayani et al, 2009).  

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. El marcador 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 

células troncales hematopoyéticas (Bonnet, 2003). Este antígeno se ha podido identificar solo 

en las células troncales y progenitoras pero 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 hematopoyéticos gracias en gran 

medida a la asociación de otro antígeno denominado CD38 quedando finalmente la 

nomenclatura para las CTH de humanos el fenotipo CD34+CD38- (Glimm et al,  2001; Bhatia 

et al, 1997). 

Ontológicamente, las CTH dan lugar a precursores mieloides comunes con marcadores 

adicionales al CD34+. Así, las UFC-GEMM CD33+ (unidades formadoras de colonias de 

granulocitos, eritrocitos, macrófagos y megacariocitos) generan progenitores de los diferentes 

linajes mieloides volviéndose cada vez más especializados en sus funciones. Para el linaje 

eritroide, las unidades formadoras de brote eritroide son los primeros progenitores 

comprometidos exclusivamente a la diferenciación eritroide, y dan lugar a múltiples agrupados 
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de colonias de células productoras de hemoglobina. Posteriormente, una segunda clase más 

diferenciada de unidades formadoras de colonias eritroides 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 (Ohradanova-Repic et al, 2016).  

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

diferencian en promegacarioblastos, y de ahí hacia 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. Finalmente, 

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. Se generan en la MO, a partir de las células progenitoras linfoides comunes 
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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 progenitor linfoide común en la MO envía su progenie que formará 

células T al timo, aquí los progenitores linfoides expresan CD25, el receptor de IL-2, el cual es 

crítico en el desarrollo y comprometimiento final de diferenciación. Durante la línea de 

diferenciación de células T, las células pre-T deben someterse al compromiso de convertirse 

en células CD4+ ayudadoras o en células CD8+ T citotóxicas (Fey, 2007). 

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, y pueden estimular el crecimiento de una sola línea hematopoyética 

(eritropoyetina EPO, factor 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), 

los primeros descritos con actividad que inducía el crecimiento clonal de diferentes linajes 

hematopoyéticos de la MO (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 
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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 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 mieloides puede desembocar en 

un proceso neoplásico maligno que genéricamente es conocido como leucemia mieloide.  

 

Hematopoyesis sin control: Leucemia mieloide 

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

hematopoyética, en su mayoría, del compartimento troncal. La progenie clonal de esta célula 

alterada constituye una población heterogénea en la cual la proliferación y diferenciación 

desregulada, la cual induce 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 multivariado 

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).  
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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 linfoblástica T aguda (LLA), 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 LMA 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 LMA y ALL (Alharbi et al, 2013). 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 LMA, 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) (Tabla 1). 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, 2010).  La aplicación de los criterios de la OMS requiere 

conocer los resultados de los análisis de inmunofenotipificación y citogenéticos, lo que en 
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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 (LMA) cuando 20 

% o más de blastos aparecen en sangre periférica o MO, pudiendo ser un padecimiento de 

novo o por el contrario, evolucionar de SMD, neoplasia mieloproliferativa o mielodisplásica 

(SMD/NMP) previamente diagnosticada. En algunos casos, el diagnóstico de LMA puede 

prescindir del recuento de blastos en sangre periférica ó 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; de esta manera las decisiones terapéuticas se 

basan en la situación clínica después de analizar toda la información disponible (Vardiman, 

2010).  

 

Tabla 1. Clasificación FAB de las Leucemias Mieloides Agudas. Tomado de Beveridge & Urtasun, 2003. 
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La estadística en la leucemia 

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 (SSA, 2008). 

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 LMA 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, contrario a lo que publica Smith y 

colaboradores (1999), datos de casos nuevos presentados en México por el GLOBOCAN 2012 

(IARC), se establece que los casos de pacientes masculinos tienen mayor incidencia (52%) 

respecto a los femeninos 48% solamente. 

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 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 
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de leucopenia es 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, especialmente si el conteo de leucocitos es >1x104 células/uL 

o de >1x103 blastos/uL en sangre periférica.  Por el contrario, cuentas superiores a 1x103-

2x103 blastos/uL de sangre periférica, pueden ser suficientes para fines de diagnóstico y 

estratificación de LMA no-PML. El diagnóstico de PML se confirma mediante la demostración 

del reordenamiento PML-RAR alfa y la translocación 15:17 resultante; esto se analiza 

normalmente utilizando hibridación in situ fluorescente. Por su parte, la citometría de flujo 

multicolor 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 de LMA 

El tratamiento para la LMA 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 inducción 

a la remisión es erradicar el 99% de la masa leucémica inicial, restaurar la hematopoyesis 

normal y alcanzar un estado funcional normal (Roboz 2011).  
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La terapia moderna de inducción en la LMA comenzó en la década de 1960, cuando moléculas 

como el arabinósido 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 base de la terapia de inducción y de consolidación para la LMA 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 (Gimenez, 1986). 

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 

(Díaz-Beveridge & Aparicio, 2003).  

La terapéutica de inducción clásica de la LMA 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).  

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 
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del progreso sustancial en el tratamiento, del  20% a 40% de los pacientes recién 

diagnosticados con LMA 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 LMA, 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).  

 

Leucemia M5 

Las estadísticas nacionales son muy precarias en cuanto a subtipos de LMA, las estadísticas 

más recientes indican que la muerte por tumores malignos en México, ocupa el segundo lugar 

de mortalidad con 36.3%, dentro de esta categoría, la leucemia es el tercer lugar de causas de 

muerte (IMSS, 2004). Lo cual implica que los avances terapéuticos no han podido eliminar la 

enfermedad, ni en México ni en el mundo.   

En cuanto a la leucemia monocítica, M5,  apenas se ubica en el tercer lugar de frecuencias, 

después de M2 y M4 (Gupta et al, 2005).  

Este subtipo de leucemia mieloide presenta dos variantes, la M5a con > 80% de blastos y peor 

tasa de sobrevivencia; y la M5b con <80% de blastos y mejor pronóstico (Tallman et al, 2004; 

Haferlach et al, 2002; Fung et al, 1995). 

En general, la LMA del subtipo M5 tiene muy mala respuesta al tratamiento, no obstante que 

la tasa de remisión completa es similar al resto de LMA, la supervivencia global es 

significativamente menor que en subtipos como la M2 (Haferlach et al, 2002; Tallman et al, 

2004). 
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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; Shu et al, 1999). 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; Russell et al, 1977).  

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, 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 quimiotaxis 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, 
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2002), acelerando la diferenciación de neutrófilos en banda hacia polimorfonucleares en ratón 

(Santiago-Osorio et al, 2010). Asimismo, el CasNa induce activación de la hematopoyesis al 

incrementar el número de células mononucleadas de MO in vivo (Donahue et al, 1986), e 

inducir un aumento de los precursores de origen mieloide en la MO 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. En este sentido, se ha reportado 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 

diferenciación de neutrófilos en banda hacia polimorfonucleares (Santiago-Osorio et al., 2010; 
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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 MO, el CasNa sinergiza la proliferación de 

células mononucleadas 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 (Lagunes, 2004) y 

recientemente se publicó que se promueve la granulopoyesis (Domínguez et al, 2012).  

 
 
 



 

25 

 

ANTECEDENTES 

Pese a los avances en el conocimiento de la LMA, y a pesar de los avances en el diseño de 

fármacos, la tasa de sobrevivencia libre de enfermedad, es apenas cercana al 30%, lo cual 

implica que existen 70% de personas que recaen en la enfermedad, o mueren durante el 

tratamiento por infecciones colaterales (Büchner et al, 2005; Laubach & Rao, 2008). Esto es 

ocasionado principalmente, porque los fármacos que se utilizan para tratar los cuadros 

leucémicos, afectan también a la población de células normales de los pacientes, además de 

que en una recaída, estos fármacos pierden sus cualidades antineoplásicas y deben cambiar 

de tratamiento, resultando más agresivo, o no funcional. Así, los intentos por encontrar un 

tratamiento verdaderamente efectivo, han orientado la investigación hacia la terapia celular, 

pensando realmente en el antineoplásico ideal que permita purgar las células leucémicas del 

paciente (Park et al, 2002; Park et al, 2003) y realizar un trasplante autólogo, sin efectos 

colaterales. 

En ésta área han surgido múltiples moléculas, la mayoría de origen natural, una de ellas, el 

CasNa, tiene efectos distintos en cultivos independientes de células normales, o leucémicas. 

Se sabe que in vitro el CasNa  inhibe la proliferación de la línea celular leucémica J774 y 

favorece la hematopoyesis normal, por lo tanto, se espera que en un cocultivo de ambos tipos 

celulares el CasNa sea capaz de ejercer un efecto diferencial, repitiendo los efectos 

observados sobre  los cultivos independientes.  

Mientras que in vivo se ha observado un incremento en la hematopoyesis normal del ratón 

sano bajo tratamiento de CasNa, y una mayor sobrevivencia en ratones leucémicos tratados 

con la misma molécula, por lo tanto esperamos que la recuperación en los ratones leucémicos 

sea debida a la disminución de células leucémicas e incremento de la hematopoyesis normal.  

  



 

26 

 

HIPÓTESIS 

El CasNa actúa de manera diferencial en cocultivos de células leucémicas y normales, 

inhibiendo la proliferación de células leucémicas y favoreciendo la proliferación de células 

normales de MO de ratón, mientras que in vivo induce la sobrevivencia de los ratones tratados 

debido a la eliminación de células leucémicas.  

OBJETIVO GENERAL 

Analizar el efecto in vitro e in vivo del CasNa en la proliferación y viabilidad de los cocultivos 

de células leucémicas J774 y células de MO de ratón BALB/c. 

OBJETIVOS PARTICULARES  

• Establecer el cocultivo de células leucémicas J774 y células normales de MO de ratón 

BALB/c. 

• Evaluar el efecto de CasNa en la proliferación y viabilidad de cocultivos de células 

normales y leucémicas J774 de MO de ratón.  

• Establecer el modelo de leucemia en ratones BALB/c con células J774. 

• Evaluar el efecto del CasNa sobre la sobrevivencia de ratones leucémicos inoculados 

con células J774. 

• Evaluar la presencia de células J774 posterior al tratamiento de CasNa en las CMN de 

MO de ratones sobrevivientes. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Línea J774. Para este trabajo se empleó la línea de leucemia monocítica J774 de ratón 

(ATCC). 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),  mantenida 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 y machos 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 MO de ratón. Para la obtención de células de MO, 

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. Posteriormente, se aislaron las células mononucleadas mediante gradiente de 

densidad empleando Histopaque (δ=1.077g/mL) (Sigma-Aldrich, St Louis, Mo), evaluándose 

el número celular por conteo en cámara de Neubauer 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 
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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.  

 

Ensayos de proliferación y la viabilidad celular  

 

Para evaluar la proliferación celular 1x103 células J774 y/o 1.0x105 CMN de MON de ratón 

fueron cultivadas durante 72 o 120 h, con o sin CasNa 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, 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.  

Para evaluar la viabilidad celular en las células J774 y CMN, después del cultivo, se evaluó por 

conteo directo una muestra celular en proporción 1:1 con colorante azul tripano 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.  

 

Modelo de leucemia en ratones BALB/c empleando células J774 y tratamiento con 

CasNa.  Para establecer el modelo de leucemia in vivo las células J774 se lavaron dos veces 

con PBS, fueron cuantificados con azul tripano para confirmar  viabilidad mayor 95%, y se 

ajustaron a 1.0x106 células/0.5 mL. Se dividieron los ratones BALB/c (hembras y machos) en 

cuatro grupos de diez ratones cada uno, inoculados vía intraperitoneal (ip) con células J774. 

Posteriormente al inóculo, los ratones fueron tratados con PBS, CasNa (1 ml de CasNa 10% 

en PBS) o Arabinofuranosil citidina (Ara-C; 0,5 mg/ml), un antineoplásico, comenzando 48 
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horas después de inóculo celular y cada 48 h a partir de entonces. Se registró sobrevivencia 

en cada grupo. Al final de la serie de tratamientos, los ratones fueron sacrificados y los órganos 

y tumoraciones se pesaron. Se obtuvo índice esplénico, hepático y tumoral con base a la 

proporción de tumor o peso de los órganos respecto al peso del cuerpo.  

  

Análisis estadístico. Todos los experimentos fueron individuales y se llevaron a cabo por 

triplicado. Los experimentos se repitieron tres veces, y los valores se expresan gráficamente 

como los valores promedio ± DS. Se utilizó ANDEVA  para el análisis estadístico, y p <0,05 fue 

considerado estadísticamente significativo. Se utilizó Software estadístico (SPSS, EE.UU.) 

para llevar a cabo los análisis. 
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 RESULTADOS 

EL CASNA INHIBE LA PROLIFERACIÓN E INDUCE DIFERENCIACIÓN DE CÉLULAS J774 A 72H DE CULTIVO.  

Para corroborar que CasNa inhibiera la proliferación e indujera la diferenciación de la línea celular J774, 

se estimularon a las células con 0, 0.5, 1 y 2 mg/mL de CasNa durante 72 h. Los resultados permitieron 

corroborar que CasNa reduce la proliferación celular de manera dosis dependiente (Figura 1A), sin 

consecuencias para la viabilidad celular (Figura 1B); mientras que al evaluar la diferenciación 

morfológica de estos cultivos a 72 h, se encontró una inducción de la diferenciación de células blásticas 

en células J774 tratadas con 2 mg/ml de células blásticas a promonocitos (Figura 1C). 

A)  
 

 
B)  

 
 
C) 

Figura 1. Proliferación, viabilidad y diferenciación de la línea celular J774 en presencia o ausencia de 
CasNa a 72 h de cultivo. La proliferación por conteo directo A) y la viabilidad B) por exclusión al azul tripano. La 
diferenciación morfológica C) por tinciones con Giemsa. Los datos ilustran el promedio y desviación estándar de 
tres ensayos independientes. Significancia estadística * p<0.05 respecto al control (0 mg/mL) en el ANDEVA 
Dunnet.  
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LA INHIBICIÓN DE LA PROLIFERACIÓN DE J774 POR CASNA ES TIEMPO DEPENDIENTE, REDUCIENDO 

LA VIABILIDAD E INDUCIENDO DIFERENCIACIÓN  

 
Una vez que comprobamos que el CasNa afectaba negativamente la proliferación, y debido a que se 

pretendía evaluar el efecto diferencial del CasNa en células leucémicas J774, y células mononucleadas 

sanas extraídas de MO de ratón, se amplió el tiempo de exposición de J774 al CasNa hasta 120 h.  

Al no conocer las condiciones de cultivo para las células J774 para tiempos mayores a 96 h, se evaluó la 

proliferación y viabilidad a 120 h por conteo directo y azul tripano empleando diferentes densidades 

celulares desde 500, 1000, 2000, 4000 y 10000 células/mL para encontrar la densidad celular que 

permite la proliferación sin afectar la viabilidad en cultivos prolongados. Los resultados indicaron que 

la proliferación con la densidad celular inicial de 1000 células J774 por mL es la idónea, ya que la 

viabilidad se mantiene al 100% y con buen crecimiento celular (Figura 2A y 2B). Una vez elegida la 

densidad celular se evaluó mediante cinética de proliferación y viabilidad, evaluadas cada 24 h, el efecto 

de CasNa sobre las células J774 en un cultivo a 120 h, además de corroborarse posteriormente con la 

técnica cristal violeta. Se observó que la proliferación celular disminuye por el tratamiento con el CasNa 

desde las 48 h (Figura 2C) y que la proliferación disminuye de manera tiempo dependiente, pues hay 

menos proliferación que la observada a 72 h de estímulo en proporción 10 vs 40% (Figura 2E y 1A 

respectivamente); mientras que la viabilidad disminuye hasta las 120 h (Figura 2D) en que el CasNa 

reduce la viabilidad hasta 20% a diferencia del control con PBS.  
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A) 

 
B) 

 

 
C) 

 

 
D) 
 

 

 
E) 

 
 

Figura 2. Densidad celular, proliferación y viabilidad de J774 a 120 h. Proliferación A) y viabilidad B) de 
células J774 con diferentes densidades a 120 h continuas sin y con CasNa, por conteo directo y azul tripano. 
Cultivo de  1000 células/mL J774 en cinética de proliferación C) y viabilidad D) a 120 h continuas sin y con CasNa, 
por conteo directo y azul tripano. Porcentaje de proliferación de células J774 E) con CasNa mediante la técnica 
cristal violeta. Datos provienentes de tres ensayos independientes con promedio y desviación estándar. Veh: PBS 
, Ara-C: antineoplásico citarabina. Significancia estadística * p<0.05 respecto al control (0 mg/mL) en el ANDEVA.  
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Una vez establecida la densidad celular de J774 para cultivos a 120 h, y para corroborar la dosis a la que 

CasNa potenciaba la proliferación de cultivos de células de MO normal de ratón (Figura 3A), se encontró 

que a partir de 0.5 mg/mL ya favorece la proliferación, alcanzando el máximo a 2 mg/mL, razón por la 

que se eligió esta dosis. Sin embargo, debido a que las células J774 proliferan en un medio de cultivo 

diferente a las células mononucleadas de MON, se evaluó el efecto que tenían las condiciones de cultivo 

de éstas: con 5 ng/mL de IL-3, 15% SFB, 5% de suero equino (SE), sobre las células J774. Los resultados 

muestran que estas condiciones de cultivo no son perjudiciales para la proliferación de las células J774, 

por el contrario, les favorecen (Figura 3B, J774 con MON).  

 
 
 

 

 
 
A) 

 

 
 
B) 

Figura 3. Condiciones para el cocultivo de células J774 y CMN de MON de ratón. A) Proliferación de células 
mononucleadas de MON de ratón, por cristal violeta. B) Células J774 en cultivo normal, y con medio de cultivo 
en condiciones de MON, conteo directo. Datos de tres ensayos independientes con promedio y desviación 
estándar. CasNa: caseinato de sodio; J774 cond MON: Células J774 cultivadas en presencia de IL-3, SFB, SE. 
Significancia estadística * p<0.05 respecto al control (0 mg/mL) en el ANDEVA. 
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LA EXPOSICION DE J774 A 120 H DE ESTÍMULO CON CASNA INDUCE DIFERENCIACIÓN. 

 

Al notar que la proliferación de las células J774 disminuía, así como la viabilidad, se evaluó la morfología 

celular que presentaban los cultivos celulares a 120 h continuas con tratamiento con CasNa. Los 

resultados muestran un incremento significativo de la diferenciación celular de células blásticas a 

monocitos, con respecto al control, hacia monocitos (Tabla 2). 

 
 

TIEMPO CONDICIÓN MONOBLASTO PROMONOCITO MONOCITO 

72 h 
Control 82±2 14±8 4±5 

CasNa 59±3* 35±1* 6±4 

120 h 
Control 77±5 5±1 18±2 

CasNa 10±8* 12±3* 78±2* 

 

Tabla 2. Diferenciación morfológica de J774 a diferentes tiempos de cultivo en presencia y ausencia de 
CasNa. Tinción con Wright conteo de 100 células por condición. Control: PBS, CasNa 2 mg/mL. Significancia 
estadística * p<0.05 respecto al control. ANDEVA prueba Dunnet p<0.05 
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EL COCULTIVO DE CÉLULAS LEUCÉMICAS J774 CON CMN DE MON EN PRESENCIA DE CASNA TIENE 

MENOR PROLIFERACIÓN COMPARADO AL CULTIVO INDEPENDIENTE DE CMN DE MON/CASNA  

Una vez que confirmamos que CasNa actúa de manera diferencial sobre cultivos individuales de células 

leucémicas y hematopoyéticas normales, en la misma concentración y tiempo de exposición, 

analizamos la proliferación de la población de cultivos individuales y cocultivo de células J774 y CMN. 

Los resultados mostraron que la proliferación de ambos tipos celulares en cocultivo sin CasNa reduce 

ligeramente la proliferación observada en el cultivo individual de CMN de MO (Figura 4A). Además la 

presencia de ambos tipos celulares en presencia de CasNa es similar al cultivo individual de CMN de 

MON sólo. No obstante que al adicionar CasNa al cocultivo se observa una ligera disminución de la 

proliferación (Figura 4A), la viabilidad se mantiene por arriba del 80% (Figura 4B).   

 
A) 

 
B) 
Figura 4.   Células J774, CMN y cocultivo de ambas con o sin CasNa. A) Proliferación celular evaluada por la 
técnica de cristal violeta    B) Viabilidad celular evaluada por azul  tripano. Resultados de tres repeticiones 
independientes. Se muestra promedio y desviación estándar. ANDEVA prueba Dunnet p<0.05 
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LAS CÉLULAS J774 INDUCEN LA MUERTE DE RATONES BALB/C INOCULADOS, Y EL CASNA MEJORA LA 

SOBREVIVENCIA DE ESTOS RATONES LEUCÉMICOS 

 

Se analizó el efecto de la administración intraperitoneal de 1x106 células J774, sobre la inducción de 

letalidad y en el estado general de salud del ratón sin y con tratamiento de CasNa; se consideraron 

grupos control de sólo células leucémicas J774, tratamiento con CasNa o vehículo (PBS), y 

antineoplásico Ara- C. Los ratones inoculados con 1x106 células J774 mostraron las características de la 

leucemia con incremento de peso (Figura 5A), y presencia de  tumoraciones en los órganos blanco, 

hígado y bazo, además de presentar fuerte distensión abdominal y hemorragias intraperitoneales, 

signos inequívocos de leucemia (Figura 5B, 5C, 5D).  

Con respecto a la sobrevivencia, los resultados muestran que las hembras mueren a partir del día 50, 

mientras que los machos sólo después de 70 días (Figura 6B y 6A, respectivamente); además se muestra 

que la sobrevivencia de los machos con tratamiento de CasNa fue del 50% mientras que la de las 

hembras fue del 60%.  Todos los individuos del estudio presentaron las tumoraciones en hígado y bazo, 

y tumores en todo el intestino, se realizó un índice al dividir el órgano entre el peso corporal y se 

encontraron diferencias respecto al género. Particularmente, en los machos los síntomas aparecieron 

antes que en las hembras y en aquellos ratones que fueron tratados con CasNa, las tumoraciones, si 

existían, eran de un tamaño reducido como se muestra en los cocientes de bazo, hígado y tumor 

respecto al peso total del individuo de estudio (Figura 5B-5D).  
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Figura 5. Implantación del modelo de leucemia monocítica con J774. A)Registro de peso de ratones BALB/c inoculados 
con 1x106  células J774, B)Índice esplénico, C) hepático y D) tumoral de ratones BALB/c hembras y machos inoculados 
intraperitonealmente con 1X106 células J774. Cada punto representa la media ± la desviación estándar de al menos tres 
ensayos independientes. Valores significativos en la ANDEVA prueba Dunnet *p<0.05.  
 

  

 
B) 

 
 
C) 

 
D) 
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A) 

 

 
B) 

Figura 6. Curva de supervivencia (Kaplan-Meier) del modelo murino de Leucemia Monocítica inducida 
por la Línea celular J774, con o sin tratamiento de CasNa. Se evaluó la sobrevivencia de ratones BALB/c 
machos y hembras, inoculados con 1.0x106  células J774 por vía IP (intraperitoneal). (n=10). 
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LAS CMN DE MO OBTENIDAS DE RATONES QUE SOBREVIVIERON LA INOCULACIÓN DE CÉLULAS J774 

Y EL TRATAMIENTO CON CASNA, SON INCAPACES DE PROLIFERACIÓN IN VITRO EN AUSENCIA DE        

IL-3 

Para determinar si aún persistían células J774 en los ratones BALB/c que fueron tratados con CasNa y 

que sobrevivieron durante 260 días, se evaluó la proliferación de células mononucleadas de MON 

obtenidas de esos ratones, y se compararon con células mononucleadas de médula ósea de ratones 

sanos. Los resultados mostraron que las CMN de MO de ratones sobrevivientes tratados con CasNa no 

tenían la capacidad de proliferar in vitro en ausencia de rmIL-3 (Figura 7), sugiriendo que CasNa induce 

la purga de células de leucemia J774 en los ratones. 

 
Figura 7. Evaluación de carga leucémica posterior al tratamiento. Proliferación de células mononucleadas de 
médula ósea de ratones BALB/c sobrevivientes, con o sin 5 ng/mL de rmIL-3. Control: CMN de MO de ratones 
sanos; CasNa: CMN de MO de ratones sobrevivientes al inóculo de J774 con tratamiento de CasNa. Técnica 
cristal violeta. Ensayo representativo.  
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DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

Uno de los grandes problemas a resolver en la terapia de la LMA, es curar o incrementar la 

tasa de sobrevivencia libre de enfermedad o a largo plazo (Tallman et al, 2005), panorama que 

hace crisis si la edad del paciente es superior a 65 años, ya que los tratamientos intensivos 

son poco tolerados o inducen muerte rápidamente, por lo que la tasa de supervivencia  a 5 

años es de apenas del 10 %  (Visani et al 2000). Además, posterior a un tratamiento de 

quimioterapia para LMA con epipodofilotoxinas y antraciclinas (Pui et al, 1995), se han llegado 

a presentar leucemias secundarias particularmente  del subtipo LMA (FAB) M5 ó leucemia 

monocítica aguda, uno de los subtipos de leucemia mas difíciles de tratar independientemente 

si es primaria o secundaria (Tallman et al, 2004; Al-tawfiq J & Al-khatti A, 2007; Muller et al, 

2004; Creutzig et al 1987; Porcu y Cripe, 2000; Schwonzen et al, 1989; Cuttner et al, 1980; 

Dutcher et al, 1987). 

 

Dado que la sobrevivencia a largo plazo libre de Leucemia Monocítica Aguda en pacientes de 

edad avanzada es tan sólo del 5% (Bennet et al, 1997; Laubach & Rao, 2008), se necesita 

encontrar otras estrategias de tratamiento, para lo cual es útil el uso de modelos de leucemia 

en ratón empleando a la línea leucémica monocítica de ratón J774, que se reconoce como un 

modelo de leucemia tipo M5a (Kasukabe et al 1987b; Tallman et al, 2004), un subtipo de LMA 

poco estudiado (Kasukabe et al, 1987a y b; Tarnowski et al, 1979; Castano et al, 2008). Por lo 

anterior, en este estudio se analizó el potencial antineoplásico del caseinato de sodio (CasNa) 

en un modelo de leucemia empleando la línea celular J774.  

 

Se ha mostrado que el Caseinato de Sodio, una sal de caseína abate la proliferación de 

diferentes líneas celulares leucémicas, pero no de células hematopoyéticas normales in vitro 

(Ramos-Mandujano et al, 2008), mientras que favorece la granulopoyesis in vivo en ratones 
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sanos (Domínguez et al, 2012). Además, existen antecedentes que han demostrado que la 

caseína y algunos péptidos derivados del mismo tienen un papel en la regulación de la 

respuesta inmune (Wong et al, 1996), ya que modulan la función de linfocitos, neutrófilos y 

macrófagos (Pessi et al, 2001; Wong et al, 1996). Nuestro grupo de trabajo  demostró que en 

periodos cortos de tiempo  72 h de cultivo (Aguíñiga 2008), el CasNa reduce la proliferación 

de la línea de leucémica monocítica J774 , de manera dosis respuesta y sin afectar su 

viabilidad, e induciendo diferenciación celular de células blásticas a promonocitos (Aguíñiga 

2008), lo cual corroboramos en este trabajo (Figura 1); sin embargo no se ha mostrado si el 

CasNa en un cocultivo de células leucémicas con células hematopoyéticas normales elimina 

o no a ambos tipos de células. 

 

Debido a que la médula ósea se cultiva por 120 h, y nosotros requerimos realizar el cocultivo 

bajo estas condiciones, primero se analizó la respuesta de J774 en cultivo por 120 h de 

exposición al CasNa, se encontró que inhibe la proliferación y se induce diferenciación de las 

células tumorales (Figura 2B y Tabla 2),   lo cual coincide con reportes previos pero en cultivos 

a 72 h (Aguíñiga 2008; Ramos et al, 2008). Una explicación de la reducción de la proliferación 

puede relacionarse al incremento en la diferenciación de las células (Guo y Hay, 1999; Smith, 

2003), diferenciación que observamos en este trabajo (Tabla 2). Por otro lado, también 

encontramos reducción de la viabilidad celular de J774 (Fig 2C), la cual puede ser explicada 

por inducción de diferenciación celular (Lee et al, 1998; Valeri et al, 2010).  Todo lo anterior 

plantea un escenario en el que el CasNa permite reducir la proliferación mientras se lleva a 

cabo al mismo tiempo la diferenciación hasta macrófago de las células malignas, todos 

elementos fundamentales para controlar el crecimiento y desarrollo de malignidades (Hanahan 

D & Weinberg RA 2000).   
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Con la finalidad de establecer las condiciones para un cocultivo de células mononucleadas 

normales con leucémicas, y considerando que las células mononucleadas requieren de suero 

fetal bovino, suero de equino e interleucina 3 (IL-3), se consideró pertinente establecer si las 

células leucémicas J774 proliferan bajo estas condiciones y se encontró que proliferan sin 

problemas (Figura 3B), por otro lado  cuando se adicionaron 2 mg/mL de CasNa al cultivo 

individual de 120 h de células leucémicas J774 se redujo la proliferación (Figura 2A), pero la 

misma concentración de CasNa, en el mismo tiempo de estímulo, favorece la proliferación de 

CMN de MON (Figura 3A) en un cultivo independiente,  lo cual concuerda con lo reportado 

previamente (Domínguez et al, 2012).  Sin embargo, el cocultivo de ambos tipos celulares en 

presencia de CasNa disminuye la proliferación con respecto al cultivo de CMN de MON con 

CasNa (Figura 4A). Debido a que CasNa inhibe la proliferación de células J774 en cultivos 

independientes, pero no así de médula ósea normal, la única explicación de la reducción de la 

proliferación en el cocultivo se debe a la reducción de la proliferación de células leucémicas. 

La inhibición de la proliferación del cocultivo de células leucémicas con células normales llama 

la atención puesto que se ha publicado que el contacto de células malignas (LLC) con células 

normales induce la transformación maligna de las células normales inhibiendo el proceso de 

apoptosis (Lagneaux et al, 1986). Ante estos hechos sería interesante analizar en un futuro el 

mecanismo por el cual se reduce la proliferación en el cocultivo, y si el CasNa puede ayudar a 

purgar las células de medula ósea de pacientes con leucemia dejando solo a las células 

normales, una estrategia para tratamiento de leucemias explorado pero con poco éxito por los 

efectos tóxicos colaterales (García-Castro et al, 2003; Rizzieri et al, 2003). 

 

Los resultados previos sugieren que las células leucémicas monocíticas son eliminadas en un 

cocultivo y no las normales, una forma de mostrar este hecho es que el CasNa prolongue la 

sobrevivencia de ratones leucémicos tratados. En este sentido, nuestros datos indican que el  
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CasNa rescata de la muerte tanto a machos como hembras tratados, abatiendo la 

sintomatología característica del individuo leucémico (Figura 5), lo cual es un buen pronóstico 

para abatir esta enfermedad, y un evento que no ocurre en los reportes existentes en este 

modelo a pesar de usar diferentes tratamientos con antineoplásicos (Castano et al, 2008; 

Anatelli et al, 2006; Tarnowski et al, 1979). 

 

En este modelo de leucemia monocítica, también se encontró que los machos tienen una  tasa 

de sobrevivencia mas reducida que las hembras (Figura 6), lo cual coincide con los reportes 

de sobrevivencia en humanos  (Tallman et al, 2004); pero interesantemente, los sobrevivientes 

tratados con CasNa no tienen células leucémicas en la médula ósea ya que las células 

mononucleadas obtenidas de éste tejido, no proliferan en ausencia de IL-3, lo cual si ocurre en  

el modelo de leucemia empleando la línea leucémica mielomonocítica de ratón WEHI-3 

(Ledesma et al, 2012). El aumento de la sobrevivencia por efecto de CasNa es un evento que 

de acuerdo a la literatura, por sí mismo es considerado evidencia de inhibición del crecimiento 

de las células leucémicas in vivo (Yoon et al., 2008). Estos datos refuerzan la hipótesis de que 

el CasNa puede eliminar a las células leucémicas sin dañar a las normales, en otras palabras, 

puede favorecer la purga de médula ósea. 

 

 También  se considera que el CasNa debe activar mecanismos más allá de un simple proceso 

inflamatorio, puesto que otros agentes como Zymosan o tioglicolato, que se sabe aumentan 

los niveles de citocinas proinflamatorias (IL-1 beta, TNF-alpha, MIP-2, MCP-1/CCL2) 

(Chadzinska et al. 2001; Matzukawa et al., 2005), pero no tienen el efecto inhibidor en leucemia 

y en este trabajo mostramos que ninguno de los ratones sobrevivientes con tratamiento de 

CasNa mostraron signos de enfermedad (Figura 6, 7). Adicionalmente, aunque los macrófagos 

son parte de la respuesta inmune innata participan activamente en muchos aspectos de la 
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inmunidad y pueden contribuir tanto a la destrucción de tumores en su caso vía citotoxicidad 

celular dependiente de anticuerpos (Ralph & Nakoinz, 1981), así mismo los neutrófilos al estar 

involucrados en la eliminación de células durante el rechazo de un injerto, han sido 

consideradas como células con un interesante potencial antitumoral, así se ha demostrado por 

ejemplo, en carcinoma gástrico que están asociados a la recuperación del paciente (Caruso et 

al, 2002). 

 

Los resultados de este trabajo demuestran la capacidad del CasNa para el tratamiento de la 

leucemia tipo M5, enfermedad difícil de erradicar aún con los antineoplásicos hasta ahora 

empleados (Tarnowsky et al, 1979; Castano et al, 2008), donde los tratamientos 

convencionales siempre son fatales, y sólo una mezcla de terapia fotodinámica con dosis bajas 

de ciclofosfamida induce la sobrevida a 66% pero sólo sobreviven 120 días, con amputación 

de extremidades invadidas con células J774 24 h después del inóculo (Castano et al, 2008). 

En cambio, nuestro tratamiento con CasNa y sin amputación de extremidades, se incrementa 

la sobrevida al 40% y 60% en machos y hembras respectivamente por más de 2 años libres 

de enfermedad puesto que el cultivo de las CMN de MON obtenidos de estos individuos no 

proliferan en ausencia de IL-3; esto es sumamente relevante si recordamos que en humanos, 

en los casos clínicos se reporta que la tasa de sobrevivencia a 5 años es de sólo el 10% y a 

largo plazo sólo del 5%, así nuestros datos sugieren que los pacientes con leucemia M5 

pueden beneficiarse del tratamiento con CasNa, incluso en aquellos pacientes que difícilmente 

sobreviven a un tratamiento intensivo, independientemente si es una leucemia primaria o 

secundaria.  

 

Por otro lado, el hecho de que el CasNa elimine toda evidencia de presencia de células 

leucémicas en aquellos individuos que sobrevivieron a la enfermedad, sugiere que el CasNa 
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elimina selectivamente a las células leucémicas, un principio básico para explorar, en un futuro, 

una purga de células leucémicas y que favorezca además la proliferación de células normales, 

herramienta de utilidad para un trasplante autólogo en el tratamiento de malignidades 

hematológicas (Lee et al, 2003).  
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CONCLUSIONES  

 
In vitro, la inhibición de la proliferación de J774 por estímulo de CasNa es tiempo dependiente, 

y si afecta la viabilidad en cultivos a tiempo prolongado, siendo responsable además de la 

inducción de la diferenciación hacia monocito-macrófago. Además el CasNa es responsable 

de inhibir la proliferación de los cocultivos de J774 aún en presencia de CMN de MON 

In vivo, las células J774 inducen letalidad a ratones BALB/c inoculadas con 1x106 células, y el 

CasNa inyectado intraperitonealmente mejora la sobrevivencia de estos ratones leucémicos, 

incluso mejor sobrevivencia que el antineoplasico Ara-C. Esto es evidenciado por la ausencia 

de CMN de MO capaces de proliferar en ausencia de rmIL-3, células obtenidas posterior al 

tratamiento de CasNa de ratones sobrevivientes y recuperados en salud.  

El mecanismo por el que estos eventos favorables de CasNa aún no es claro, de ahí que se 

necesitan más estudios al respecto. 
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PERSPECTIVAS 
 
Los resultados obtenidos dejan incógnitas que aún deben resolverse, una de ellas es 

comprobar si existe diferenciación funcional en los cultivos de células leucémicas J774 a 120 

horas en presencia de CasNa, así como identificar si existe apoptosis en el cultivo de J774 a 

120 h, ya que eso permitirá corroborar que la caída de la viabilidad es ocasionada por la 

diferenciación de las células; prueba que también debe realizarse con los cocultivos de células 

leucémicas J774 con CMN de MON de ratón, a través de emplear técnicas sensibles a 

apoptosis o necrosis.  

Por otro lado, es importante corroborar que las CMN de MO de los ratones sobrevivientes al 

inóculo de J774 y tratamiento con CasNa ya no tienen carga leucémica alguna, 

reinfundiéndolas en ratones sanos y evaluando la presencia de la sintomatología de la 

enfermedad, evento que dejaría en evidencia la purga in vivo de estas células leucémicas. 

En este sentido, y debido a que encontramos que CasNa actúa selectivamente tanto in vitro 

como in vivo, el CasNa es también una propuesta para purgar ex vivo las células leucémicas 

de la médula ósea en pacientes con edad avanzada, y por consecuencia, poca resistencia a 

los tratamientos intensivos con antineoplásicos; y reinfundirlas al paciente en un trasplante 

autólogo ya libres de células leucémicas. 

También es importante evaluar, si existe alguna combinación de CasNa/antineoplásico como 

un tratamiento que acelere la purga de células leucémicas tanto in vivo, como ex vivo.   
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APÉNDICE I.  ARTÍCULO 

 

in vivo 2R: 8J 9- S2G (2Ql 4) 

Sodium Caseinate Induces Increased Survival 
in Leukaemic Mouse J774 Model 

YOI.A;.¡n A CÓR D()VA-GALAVIZ1. EDGAR LJ:::DESMA-MARTíNF..Z' , 
ITZEN AGuíÑ IGA-SA KCHEZ I • GtOHIA SOLDEVILI\-ME LGAREJ01. ISABEL SOTO_CRUz3• 

BEN;\IY WEI SS-STEIDF.R I :l1x1 EDELMIR{) SANTIAGO-OSORIOl 

J HCIIIUJ"I",icsis Ol/{} uukal;'/Il;o LlIhNYII " J]', /J1U1 
.IO/Im/o!;)' Lahorrtr"ry. Re$<'(/I"/:I, Uni/ 1m Cd/ DiffáC/lria/ iu lI i./luf Cmu.:r.I". FES-7,wugow. UlIÚ 

101;'('o.Inllt"lII of IlIullu llflI IIK,\'. 1/lsrUtllC of B iOlIll'¡/;W{ ReS<'lIn}¡. 

NW;/il/al .-\11101'1111/(111$ VI/i"asi,> 111 M e.tU,"o, Merito Cily, MaiO) 

Abstract_ BuckgroulIJ: ACIfIt: /I/I'duitl I t:ukuemlu IS a 
lIeoplas/lc di:rclISf! IIf fI/U'IIUl/opo;eli( ¡Jcm ul/.' . AldulIIgh l!Jere 

!J(II'f' bun recem Odl,(/IICes l"eg(1/~lillg ¡'S 1I"/:OIIl1CII/. IIhl{/(/li0' 

rrmuins Jlix!J. Cf}Tw:.¡m:1II1v, IhrHlllf'wk allt'I"I/Ulive.l t·(llIIimlF. 

/O f.>e l'.r:plored In /1", pres<,m rep<JrI. U '<, pr<'S.'1II t:1'id"11C1' I//ill 

sudium casó,tale (Co~NtJ). a sall IIf IhO': 111 ;1I("Í(lol ()Iv/cm in 

m!lk.. 1Il1l." posre.f.t illll )(}rllIIll 11III¡' /fllk"o!mic "rUperl¡L·.~ . 

Alnterjals olld ,weIJwds: J 774 l cul:tu:míQ nTClcl'IJp/¡age-/ike cdls 

'~e!rF. cuif",-eJ wi/h CUl/llU alUl prnltfeUI/;OII . Vll.1hifi,.\' tIIu/ 

diJ!cl"f,mill/;()n ' ''erf et·"(IIIIIU(·d. T/¡"se alls H"Cf(' (¡/SfJ in",' olllled 

illlo BALBlc mía ti.) , '/ m~!t:l <J/ 1c:1I~ 0':1I11<l . Rt'.:i/J/Is : W .. 

d",III(lllsrro/,d rha! Ca.INa IIIl"I-IIS lile 111 1"I1n> pmlijeroli.m and 

re,llIccs I·jabifiry (JI J774 .-e/h, al/d lead~ 1<1 1I/./l·mcI! 1'11/",'1."(11 

;1/ d'·t ' ill (l /eukaelllÍt /I/(I/ISt' 111, 1(11.'1 . ('oud/lSiol1: n/cse dula 

mdicatc ¡11m CusN(I may bc I/se/ut ;11 /twkuomU Ilu!IlJP.'" 

Acule myeloid Jeuknemi:t (AML) h ¡l ncoll l;lstie di seasc (lf 
bl(>()(! Sle lll cells Iha! i.~ chara~'I ~r i <:t:d l>y th~ e("lotiou(1l1~ clonfll 

pruliferaliOll o f mye)oid preclnsors (hac f::u llu diffen:llti;¡le or 

malu re inlu le rmina l (;e ll s ( 1) . The MS ~\lbl ypc, or aCUI.e 

monocytic Jculcaemül. ,li~pl;lyS (·har!l<.:lcrisllc clinical featurcs. 

and Ihe discase is 3.SSQc ialcd with a pOOl" P"ogtlosis compaH;d 

1(' otl l~r ~ubl ypes of AML. al!hough Ihis has I~ been clcarl y 

established (2-4). M oM import:lIl1l y, this disc~se may d.:vclop 

alter chcmCoIherapy. parti.:uJady followiog epip.x lophyl1(llo)( il1 
3nd anlhmcyclinc lrealme¡)!s (5). Thus. e,,~cs of M S AML 
ha\'e beell l"qlorlcd in ¡>:..tienls wilh breas! calICer alld a l! uf 

Corrl:lpOlltkm;<, 10: DI. bk:tmiro 5a",i3::0 Osorio. Hemaw['O,p_~ I~ 

und Lc:ukacmia Lahoralory (L·gPA). 'lM l cL:. fES-Zaragoza 
Campus 11 . Naliona l AlIIOOO!nou~ Univer.:i,y of ~ I t~ieo, Sau.JI!! de 
oS de Mayo -.In ColOnia Ejerc ito d~ O.i~n lc C.P. 09230. Me"i.:o 
C¡ty. Mell¡co. E-m~il ; e<!c:lmiro@ullam.mx 

Key \\\:1nÚ; Cu:--la. BALI3/e, AML. leuk~l."lIIia m"de !. 

0258-851Xl2014 $2.00+.40 

th~~c AML ... asc~ wele fatli l . Thc increascd erude In(idence 

o f AM L is ~!~ , iSl i (a lly ~jsnificaol (61. D cspile Ihe impollllilC<: 

01' Ihe M5 SUblYI>C of !t:ukaemia. vc:ry fcw SllIdies on new 
dr'Jg.' dt>SI¡ptc:d 10 lreal Ihis d i;¡casc havc ocen l e}lOlled. 

Cascin. lhe prinópal prolelll in mil k aoo an i mp.wl ~m 

c' .... nJXI n.:nt 01 Ihe human die t, coold be uselu l in leuk:"tcmia 
Irealme nt l>-: ... ·uusc ji ac lS 3 $ il prlllifc r~li"., .. ud "clivation 
H:gl.1 lt1wr ti lle! as ao ae¡iValOr o f bloM cclb. [-.'o r e~ .. mpt.:, 

bela-case m . a componenl of OOvinc cuscin. h:1S h-ecn found 
1'1 "ni vale frel,; rJdic~ 1 plOuu¡; ti nll in grilllnlO('yles ~Il(l lO 

Imlllce l)' mphO()'le plolifern lion (7). C IIl>Ci ll :tbo funcliOIl~ ,,~ 

:111 lIl fhlllnto lo ry agcnl Iha l can inducc [ t~ migratio n ,lr 
lIlyehm! an,1 lymphnid ccll:.; iOIO Ihe per;¡oneJ I cavi l)' eS) . Wc 

hOIl': recenl l)' ¡,ho\\·n that :.odium l:;¡~C ill:l lc (CIl.,N,,,). li ~., l l 0f 
c:uein. inhibi ts rhe pro lifen.! io n nf $Cver.t l It'ulc.uo:mb ee ll 

li n e~, induchog tlle 1774 Icukaemi3 m3eroph~c-li l:.c celllinc 
(9). ~ moJel of l\)acloJ.'h~gc- lil:.~ LUIIl{\Ur M5 AMI. (10. 11). 

The prbt'nI sl udy \Vas performed lo determine \.\he lhc r 

CasNa cxcllS 3nti-leul:.aemic effccts itl ,.j"u as il Joes ill ,·illn. 

.\ Ialerials ánd l\'lethods 

E~,:m~nllll "",,,,nls . k:m~r~ UALBlc mi<.." belw~n 8 ~OO 12 ,,-«k!¡ 

nr 1St wert used and mainlained ;n I : athofell-fr~e eondi:ions , T~ 
e.\periments w ... re c~rried out in Ih\: ouional f,1<: ili¡y 01" Z.'ll"gozn 
S..-Ilool of Ad vanccd SlllJieS . NBliolla! AUlonomou s Un¡ve.sil}' of 
~1e\ ICO in ac.;tlld~ncc wir.h !he Instituti\"IfI,l1 9; ltid~l¡ ".;". Tho: n:ke wcre 
prov\dcd with 3utoclavw .... ater anU fe.J a .\ ll ndanJ p..'""kn::d Joder" 
Jj,,;l ~ulibilUm . AH ~xpcrimt l11a1 prol'ocol._ "ere appmvtd Wilh !he 
nu r.lber FESZlDEPI :CIIl1N14 by !he- Educs Commiuee ofZ:l.r.tCt>u 
Facllhy of .-l.r!v:r.nced Snulies. in 3Ccord~nce w.lh 11M: n3li"nal :lOO 
,nlernaclOnal «:gulamms ror Ihe can: ano.! use of cx¡¡erimcOlólI :lnl1ll~l>. 

c .. /1 clIll<lr .. . Tite J774 lcukac:mia onanopha.ge-!ike cell lille was 
obu;r.ed from (ne Amerk;~ ll Type CullUre Colleclion (ATCC) 
(Roct,\" ille. MD, USA) . 1ñe ceUs we,e ~ul(Uleo.l in hyurophobie 
sUlfac-; PNri d¡~hes CSarslcdl AG "" Cn., üerm;¡oy) wi lh h cove's 
modilied DuLb.:ceo·s medium tIMD~,1) (Gibeo.B Rl.. . C:lfbb3d. CA. 

' lO 
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in vivo 2~: SI'J-~~ (2UI 4) 

USA) , UppklT'II: OI~d wllh 10'l> loei¡j l oovllloc ,eru 'll ( HiS) (i,oo,
RRL. Ca tlsbad. CA _ USA). lOO unlt:;¡ml p.: 'l" ·Jlhn :md 100 flg/nd 
-'lrepl(olll )'c lll ISIgtn .. -A!droch. SI. Lou¡~ , Mi). USA). T Ile ..:e lb wCle 
lIIa llU ;:.t ucY 'o ~ hum"J.!ieJ aUl}o"pherc wilh S'.t CO2 DI 31'C. aod 
lhe culture lI'Icd'u 'n w~, ch~nge<l evefy IW('I d~)'s. 

.'ioJimu <U.,...¡IJiJtf. Cas:-.Ja (Spcctrum. :"ew Bruns",id. NJ . USA) 
\Vas d l ~S"I,,-.J m l'h(">J. ph~t.:- buJTtft.'"J ~~Iinc !1>IlS) al a , ·" l)('e nt"'~h(1'J 

('1 1" 100 111 )/11101 AUlocbvC'd dil uli() n ~ WHe ptCl'afed wilh ?I1S 10 

) '1'111 eOIlCc Jlrr~li(lo $ <;If 0 .5 . 1.0 3Hd 2 .0 mglm: . 

I'I7'¡ijr" <lIiUlI (/.,.~('." <l/uf ("("1/ ,'i<¡bi/iW T0 e\"ahlJl~ ~ell pr(>lifcr;;¡tiun. 
IXIO) J774 ]~uk~emi" llIaetoph"te- likc n ]]~ ,," ... r~ <,u llu r .. d ror 
12 10 ", ilh a m,,!;.- "rc.,.No "O'''''' 'llr" lions 10 , 0 5_ 1.0 Uf ~ () "'g/mi) 
'" 96-\\"0:11 pl:ue,' (Co,n i,,~ CQ>.t:l •. Sto l.ou;,;, MO. USA). PmlirCr~lio" 
was a~W\SI'd by dorc't qll.1nli ri earion "sin~ a Neub" ll~r ..:h ~ lllbcr. aOO 
Tr)' ~~n blue (S , ¡;m~_ ¡\1dri.::h , SI. Lnlli ~, M O . USA) ~, ~Iu~ioll ~""~ )'~ 

"'Ct~ emlllo}'"d lu .J"I~ml ¡ n.- 111<:: numb.-r <)f " i3bk ~.::Ih in ,'~~I< 

~ 1I ! lur~; uo~I ~ "l<'d c"lIs "'en' ,,,UOllCd ~_< ~ .~l>k. n" " Ml lt~ art: 
c~ l)l c~;.t:d ,15 ¡I II.: me,m pcr~"nt:l~,· ,,1 cel] vi~bi"¡ ) J.H a,,¡J .... d do.:v i~lIon 

ISOj or to"iplicale eulru res A<ld j¡iollally. ~n """"'''''1<:0: o r lloc Ji74 
~dh ( 'o lho.. pre. COCC Of .10!.C,ICC ol 2 mg/ml o r Ca, Na) ~ I ~4 h 

onle, n ls ror up lO " ye d:.o)'~ waS ~;urk:d ollt ~nd rep¡c:>e1ll3ti\"<: 
phVl ... ". <llli ,~ or l-.:lIll1 ...... pholus.y w..:re ralen. 

Suljnrl¡QflnlN j llc R /SRB) flJw,.. To t:\'al u ~ le cell ~ ' lI bihl y . Ix lOj 

J174 ~ells wer..: cultu red for 120 ;¡ wj¡h C.1s.'la p mglml) lO ',16-
wcll pl ;:lc> (Coroiog CO'Ia<, SI. Lou,., f-IO , USA) ~nd 

subst:quenlly assc:~sed u~",¡; Ihe SRB colonmelrlc I'::SI (SI l:! ,oa
Aldrich, SI. LoUls, MO, USA ). Bfi('!l). I r; ch I0<"03 ~ .. II C lInd W~~ 

add..:d to cad\ well lO !IX lile cd l~ . wluch ... e ro: Ih~ n Ulcubaleu al 
4-C f"I' I h and WMhcd scver;o.l limes . The pbtes \\ cre dri t d al 
1"OO ~l [cmpn muI(', ~nd SRB dyc ro.4~. ~n~HC a¡; ,d j'J dilulion) 
"' :1> addcd ~nd lhe c('lb incul:o:l led rOl ;, fll r(h ~r ~ min óll room 
Icmp.:ril¡ure h' sl~ill cell". ltle plales "'ere ¡h.;; r, "'ashcd wi\h 1% 
ó,ct"lir ~cid and dricd ~\ room [cml>t:ra~ur(' FinóJlly. Iht: d)'e "'n~ 
~n l ub¡¡¡~(d ""nh Tro ~ f>n~e (pH 10_5)_ mld th" " h~''''ha",:" W~I 

t1e l ermi tl ~c! ,, ~¡ ng a p];,l~. ,~.nd .. r (T~Gon Spec¡r;" Gmdig, Au. rri¡,) ~l 
~ \I')V~letl1:lh of SSO nro . Thc "",.uh~ aro: "xllrc>s~d a~ rh~ ",e~" 
pc,ccnl~~,' (lf LI'U \"iólbj1i t y"'~I ~mJ:..rd d~v i"t i nn (SU) el" lriplieule 
ind"pc"d~nl ' lJhllrc~. 

Es¡"bl,s/IH'~III iJf ¡he 1<!lIhuoni.. múusr III(,,/d 1714 cells ",er.: 
"' d l' cJ I WIl"~ wlIh PBS , <.jllanli fkd wilh Tr}' l,nn bll,lc In cnnliru¡ 
>95% v,abililY, alJd ao:1jllsl<::d 10 a dcns,ry of I.O"I!)" ccllslO .5 mi . 
BALBle nuc<: (fenlaJes .1nd males) Wele dlVldl'd mIO four SlUtl p:I 01 
c , ~h¡ ,mee e...u:h. ,nJeclCd lIur:ilpuiton.c~II)· (t.p .) "'; lh 1"f"I4 eclls, an.J 
nlOILllored lor surv,val. L"pon de&lh, lile nucc "'nc wl,: ,ghed alld 
~p le ens. li ver$ acd lumour s.amples were OblQi roed ~nd wc'ghed 
illd"'Idtla lly: n:SpoxIlV" mdiccs "'''fC lk:1cnmoed as Ihe ratro oC 
c" her ItllllOllr or orgm weighllo bOOy weighl. 

AUli(t .. klHm,i, orli'·i1.\· in BAtBJe miu. Four groups ol cígltt 
BALSte Inke w('re used. Que ¡:roup o( miel' ~r\"ed QS Ihe ~¡:¡¡!jvc 

~ootrol lreated only ""Ih PBS (1 mi inj .. eted ¡.p.), and ¡he II\lu 
remain;n , ¡: I nup~ "'ere injeclrd i.¡> ",ilh O ~ mI of J774 c~ lh . 

11I<!s(' Ihrf:l' groolls wt:re Ireall'd ",¡Ih PBS, Cól5N. ( I mi orCasNa 
IO'ii> in PBS), or 05 Illglml (lf ar.:lhi~olurll llo:;y l cylidi'le (Arre:1 
(LaOlC:ry, D.F Mexie'o) . an lInt jnt:oplas[1c agcnt , srarting 48 h ~fler 
,-d I i"OC Ulum II nd every 48 h [hcre~ flcr. Til.o: rn:atc:d group~ und 

820 

eontrol !! tOU ,,~ were: obSCfvcd for survÍ\~II . Al Ihe .. nd 0 1 Ir~aUnco l 

se rIes. ¡hc mico,: "'~ re s;¡cn fk ed and ¡he t.SS d ~~ ",o:: r~ wel:;hed 
mdivIJ II~ll y, 

Pn-.« lIr .. (I[ m(lIl"I/I.r(~o r (;(1/$ lit ¡ltc boue ",,,r,,,,~ (Ir BALBl< "11(' . 

TOI~ I bOllc In8rrt.w ,'dls 1ror.l mice Ihal s\'rvi"cd lhe IIlocula lion <Ir 
1774 rell ~ und ",e le uea lt:d wllh CasNa U f ~\r;¡-C were extncI~d 

r .... m Ih .. f t "lIIr ~nd n(l~hcd w:lh Ii\.U)M '"ppkmcnl ~d w llh 10% 
FI1S . M,'n('Ou~lear eel;s IM.'::Cs) were i ~o; ~ l éd '-r<,lm mr~1 t"cUs ";n 
¡; radiem ~e p a rJtinn ", iltl l'ir"U·Paque (Am .. ~ham Bi,' ~e ie'"I" AfI . 
U pp ~:.l a. SWl'deol ," a den_<i,y of 1.077 dmL a"d Ih .. )' we re \v,,~hcd 

IW;C .. ",j lh PRS MN("~ w," C eultured f" r 1;"0 h In IMD:vt 

,~IIPf'I<m~n l .. d ", jih I !'% t "'~} FB~ , 5% ("/v) hors~ S,'rllm «(¡ ,\xo · 
BRL, Co .. I,b,.d. CA. USA) Jnd 5 ogl ",1 .-el'Olllbin~1l 1 moy >c 
jll1crl c ll ~ ; n_ 3 i1"ll11L3: R&D Sys""m. M in,,~apoli~ . I\.IN , USA) 01 
PBS . Th,> c" lI~ W~f" c "ltllf~d in a humidified 311tl" ~ phcr.:: ",';[h 5'.",
COl lit 31'C for " m,,,imll lll '¡u,"liQO 01 1::0 h, ce ll pro,, ~'c"at h~n 

wn Ihe n nr..\r; <>ed ~ s p' e v ,ou~ l~ d, M'oto..·,j 

5/<1I;$t" ,,1 "''''/)''''!' ' AII indlV, <lu~ 1 clpcri lll"nl~ Wt:' e "arncdlJl" in 
Ill p lit:~ tl' . Al1 ~x l'cri : ",: " l.' wnc I'eí'<''''e<llhr.::e limes, ~lId Ihe v~ l uO:$ 

al<: nllrcucu ¡; 'aphi <'~lIy J. IIK avcrage valueu SD . OtJe-w~y 
ANQVA I': ;¡!'> 1I.,ed for ~1 .. , i5IKa l analys , ~ , .. n<l ,,<0 .0:. W~$ 

tOr.~¡<kI ·I'.-J slalisl1caUy sign jíicant Sl3lJilic ~ 1 sollw~r .. (SP~ :S . l nc .. 
Ch,c ~go , Il , U::> A)) WaS u,;e,J lO p.:nornl [he ln~ ¡)'se • . 

Rffl u lts 

CorNo i ¡tloib;,,; pm/¡!"r<lliull ... itl/UIIJ .1fft:oiIlX v;obilil\' (.{ 
J774 f.' t:lfs . blll lIuhtct:s dWÚmli<lliOIl . C¡j~Na w:o:. ~bk 10 

mh ihu Ihe pro lilúalion nf J77.¡ lcul;acmta ,·dls . as wc have 
.\hown I'rc\'iou ~ l y (9 1. A$scssmcllI vtr/ NClI ballcr 

tlll"nril"icalion show. Iha1 C:.sNa a l ¡ and 2 ," glon l illh,bils 

1'1"01 i(eral;,"l "ilhuut ;¡ffccting eel! \' in l)llil)', wh ,lc inducing 

an ill~!c;¡~t: uf m ¡¡CI uphagk diffcrenti¡¡li oo (Figllrt;: J A-D ). 

CosNa in/¡ibir,I' proldera/iulI uf 1774 cel/s il! a /;II//' 

dependen/ motln('( O/l({ redu,:es dal>i/i/y a{/t'r 120 It ,~r 

:rritllJ/lmioll , as "veJ' Ar(l-C. WC e:.: telld~'d lhe (tl lIure l in:c in 

Ihe prescncc: uf 2 mgITnl CasN.1 ¡¡ ud eV:llu,llcd Ihe 

proJifenrioll and vinbili ty al 24-h intcrvals. Th.! r~ sull~ show 

Ihal alle r 48 h. C asNIl inhibited lhe prulifcration of J774 

eclls (Figure lA) . Illleres tingly, a Trypan blut: exclusivn 

as~ay revealed Iha! J n~ ce11 v jabil;l)' ~igo ilicllnlJy decrc:Lscd 

;al 120 h (Fis uTe 28) . Moreover, 10 co m?:ne this iohibil ion 

o f ... i¡¡bili IY ",i lh r~pct:1 lo t~ anli -oeoplastk agent .-\Id·C, 

an SRB 3Ss.ay, lcveaJed thar CasNa indUeed a greale r 

reduce ion in 1774 eeU viabilily (Figure 2e). 

ESlnblishlllent (>1 n BALBIC" ·n 74 ((',,'mentio ItIOtlel . After 

de tcnnin ing that Ca~Na inhibils Ih.: plolifcralioll o / J77~ 

cells , and rcduees eeH viabili' y, as doe.~ an ti-nooplasuc Ara

C. we dcveloped a murine leuk;oemia mode\ wilh th iS ee1l 

line 10 eVllluale Ihe anti leukaem ic potenlial of CasNa . Our 

restlll s show Ihat animah (fe,n a le or male BALB/e micc) 

challcnged with J774 eells devcloped major splenolllegaly, 



 

65 
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f"gUf" l . l"ul,)cw';')II (Al ,,,,d "",bi/i" r BJ uf 1 77../ a ll,' ¡" ,ht" 1"'f:)'t"IIC(! ór .. blwrl' <J) C<llNa. Each p",ru rCJ"'c,'<'fm l/Ir ,ue"""'J/Q"nard ,/1:1'1<111,>1, 
,'1 W /~I/ .• " ,lrru i"d"fI<" "!~'" ""'~II." .<. ,\NOl-" 1;""~," ,~,,,. '/' <O,IIJ. C; R('/II" " ,·m,IIi1 ',· i""'~~$ .• 'IU .... ill.~ ,Iijf",,,,";"';,,,, '" 177.1, dI. in ' /Ir ,;1".('" ... ",,,/ 
/'r"sr¡¡('~ "1 2 m.~/m l , >}. Ca"N" 077,1 +PJJS '!lid / 77-1' C .. s.V". TC'I", .. '¡,·r/d. IV'-'S'u ",,,i,, . >1 100 

hC¡MOIMgaly and solid lumours (Figures 3A-C). Iherehy 
rC5ult in¡; in lhe dealh of 0011\ f<: III:1].; aud ll1ale miee. bef(JrG 

onl' hnndn.:d d;lp (Figure 4). 

C .MNiJ r"dl/t'Cs spl"lww~g¡j,y, lu:piJIolII <!f(aly anJ IUml.lllr 

burden, wll il~ ¡, illa"{lSe~ Ihe survil'(l{ (jlllllre illf lCulmed will! 

J774 cefll . Lc::ukaemia W3S ioduCcd usi ng J774 cdls as 

dcscribcd prcviúusly, and Out resul1S show lhat ITC:1lmcnl wilh 

CasNa sigmflcanl ly reduced sp le nomegaly. hepalomegaly and 
¡he presencc: 01' solid lunlOl,lrs (J'igurcs JA-C). \Ve o bserve<! 
lhal all animals Iha! were 1'101 Ireat.::d with CasNa dicd before 

100 days. while !hose n ealed w ilb CasNa sul'vivcd for a longer 

period. with 60% SlIrvi\'al afle r 160 days in females and 50% 

survival in males. A Kaplan-Meier (Iog-rank) lesl was !'Un and 
we found Ihal lh.:: llu'ce: IreaUIIt:nls wert: signifkamly diffáenl 
(p<O.OS) belween PBS 1'.\, C;lsNa , PSS 1'''' Aro-C or CuNa vs 
Ala·e. rF!gure~ 4A :md SJ. O lieraJl. lhe increased sUf\'ival 01 
m:ce lr.::n.tcd wilh CasNa. and lhe cecreased sp1enic . Hlier and 

!Umour index inct icale lhal ('a.~Na aho inh ibilS Ihe 
proli fcralion of 1774 cells ;I! .' ivo. 

M OIIO/lIIe/ear !lIme IIll1rmw rells i.w/med froll! /lúc.' II/m 
$!l I'I'h'ed lIle i lt()Cu[miolJ 0/1774 alls Ire<lled w¡r/l ClIsNa w '(! 

I/II{1h/e 10 pro/ifl!l'of~ ;1/ ,' i l ro ill Iilr! ,¡bSellfe of l'",ILl. \Ve 
alfficd lo dele-rmine whether 1774 ceas perslsled in BALB!e 

míec Irea l ~d lVilh CilsNa lhal su r ~ i\'ed for 260 (.by.s. 
Tht: refore . we evahwled Ihe proliferalioll o f bone m arr()W 

M.'\ICs de rived from ll-...: sc mice com pared 1V;lh thm 01 bone 

manoweells from hcallhy miee . Our resu llS ~h<)w Ihat lhe 
M.\lCs in Ihe bone marrow of miee Ihat sur\' ived Ihe 
;nocu latioll o f J774 cells ¡¡ lid wer~ tlealed witl. CasNa alc 
unable lO proJiferale in 1I,Iro in lhe absellCC of rml L3 (Figure 

JO). Therefore . OUT re~u llS sugge~t tha t Ca sNa 1I1ducc$ cure 

of J774 leukacmia Olacn.phagc-lil:.c eell·induccd Icuk~emia 

in sUTvivi nll miee 

Oiscussion 

0 11e of lhe major problcms cOllcem ing i1l1provGd AML 

lherapy ;~ Ih~ long-le rm, low rale of d is.::ase- free su rvival 

( 12): lhe scenario is worsened if the palienl I.~ ove r 65 years 
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F'I:"r<.' 2. P,.di{'·"""'J" lA) ,,,,d vi"bi/ity (8) <'f )774 wll~,,¡ '24 .1, ,'m,-, mi.,' ¡It ,be "h,.,,, ,, ¡Ir ,m 'UII.'" 01 2 ",g/mi C""N" IP 8S !Ir ell_',v" rr','P(' ';".-1)') , 

le) Vi"l,iI;,)' ¡"du "1 Jn4 ~'~i1.,;" ,1,., I""",e ,,,, ",,,1 .,b." ·IIU of~ '''$,,,,1 (",,¡M, ", ' 11m e in 110 11 ,'ultun ', E"r:h /"';'" 'Cp"~J'''"t,' /II~ IIICI''' '' '''Ulld,'1\1 
¿(vlal/,)" '1' '" ¡castll,u( i"j '!I)<'IIJ"", "'S",I'S, A ,\ 'OI'A Du",,,'1 ,.:,1. ~P<'Ú ,(!.5, 

01' J.ge . when in lensive tleallncntS HC poorly to lenued 01' 

induce rapid dealh (13) , Furlho:rmore, afie) a Ct,lurse of 

c hemOlherapy for AML wilh t:p ipodophyllotoxins and 
anl :'l r.tcycJiTles . il lIas bt:cn found th31 pahenls develllp 
sec¡Jnd,IlY leutaemlas. parllcularly Ihe M5 FAB sublype of 
A MI . t)) ' .. eme mOnfX:ylÍ<:' leukaemia ( I~), 

Our rc<.:ent slud i~ have shnwn thal CasNa. a case in salt. 
reduces Ihe Ilmliferalinn of variOl1S IMlkacmia ct' lIline.". (bul 

nOl normal helll3tllvoie1ic <:t'lIs) in vllro while prumN ing 
granulopoiesis in healfhy mice in ¡'i va (151 , AlIhflugh we 
fQund Ihal CasNa reduces tllt: proliferatiun of 1eukaemia 
cd ls. il was uncerlain whclher prolflnging Ihe expo~ lI re lime 
a lw afiC:C'led viabili¡y and differenli31ion, Iwo ke)' ckmo,: IIIS 
in Ihe physiology 0 1' leukaemia ceHs c!osely associated wi th 
malignanl growlh ( 16). 

822 

f>n:'vlou~ly. W( obscrvcd an inc rcase in Illonocylic 
d lffe rcn lia tion by n h which did not m:pll vd y :tffce l 
viatll llly. NOlably, by 11,cre.asing Ihe trcalmcnt tllne to 12U h . 
cell viabi lilY dro ppetl 10 8(}!l. . Howe\'er, we clllls id"r il 
imporlam 10 c léarly ide nrify the trans iliOIl ('I f n74 
monobl:lSliC cclls lO full y-diffell."lIt ialed and func liooal J774 
monocyle-macrophag..: , therefore. in Ihe rUlure , we a lln lO 
nnalyze whethcr d iffcrenlia tion is as~ocialcd with a spcc ifi c 
inducl ioll ()f the:. CeH dt:alh l'alh , 

The establishmcnt of murine leukaemia mO<kls u~ing 

leukaemia ceU lines is consiJcred ideal for ¡h e sludy uf 
pos.~ ihle tht:rapeutie dmgs (17), UnfOrfUn:ltdy, althflugh 

lUlIlIIXyÜ<': kukl1.:nlÍlI i ~ lhe most eomrnon sublype ~ mOl1g 

secondary leub.:mia.<: {I 4) and is ¿ilfiell l, 10 ([('a l. and fe"". 
monocytic I.:ukaeulia modcls lIa\'e bt:t:1J n:pvrt.:d ( 10 , I l . 18), 
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F~ure 3. S"lmir ¡Al ¡"¡n0/;' lB) ""'/ t"m"",-"I/C¡ "",Ie_, n( f~"""" "",/ mul~ 811(./1¡'- "' " r i",r""rriu"'~II/lJ ¡'"",,u/<lIrd ... id, 1" llfi J 77J (".11 .• F. .. ," 
1"';'" Ft'~.'("IIIJ ,h( m~"a.'I(I",Jwd d~"i"It,'" ,o/ni 1"1111 ¡/ ....... ¡",¡rl",,,,I,,", " $.<ay.'. (DI P"4ifr'\Jli,.,, o¡ m,,,,,,,uU"!r,,, .. .,U •• if I~'''I(' """'r,, ,,- _{ BALB!c 
"';uo. <"0 '1/1'01 or sUr\"¡,-mt Jl/H.81l "'K'~ " ><x .. /,,, ~. 1 " ... 1, J71.J ~~II, " lid '",ml'á ,.,jlh ("",,/','0. ,,#ft 1111,1 '~lIh<Ju! _~ IIg/ml nJ rm /W . Re/'UJe"''''' ... : 
a ..... ay.A .... OVA OlUmcr I~~/ . ;(J<01). 

Tnereforc . we ~\'a l ullt .. d whcther Ihe inocul:\lion of 1774 
LOOUOCylic kul:.aemia ...: .. l1s (1 9) geneuled frolll th.,; murine 
BALB/c . inrlLlced rn~rroph;¡ g~ lumour.~, a'> rt'por1ed by othcrs 
(JO. 11 ) 

InjectioLl of this ceU linc ¡.p . ¡1\1t) bo¡h rnalc 2nd fem~ lc 

miee pro\'cd to be !clha!. .. nd all m ico; t1i5played similar 
SI'mploms, despile ¡he gendcr of the animals . Thi s appt:ars 
tu COILlI1lSI witn Ihe incideocc of mon')Cylic Icukacmia with 

Jiule dlffere lllialioll (M5a, in which thcre is a glenter 
tcndcncy for pOlients lo be male (males: 57%, femaks : ~3'k J 

(14). However. considering Ihe lime poinl of Ihe finl 
s)'mptoms, our rcsults sugg\::sllhat males an: more liktly 10 

develop Ihe diS<!ase earlier Ihan remates; in Ihis ~ense. we 
wonder ir CnsNa could prolung survi\'al in a sccnario or 

""orst di s.easc. Males treMed with CosNa liad extended 
surv ival t:ompllred to Ihose tha! werc 11 01 trea ted or 10 
illl imals Ihat rt:ceived Ara-C. which ha< I."lt!t.:Ll u~e.:l as n.o ami

neoplaslic con lro l in ;/1 vivo models ( 11). Our data are 

cons il¡leOI wilh Ihe wm k oí CaSI300 tU al. , in which Oliee 
inoculalGd with J71~ .:ells. clthcr ulltrc:.Lted or treated w llh 

ant i-neoplaslic cyclophosphamidt.:. had si m ilar ~u Tv iv'l l 

curvt'.s. and in ¡,JI cases Ihe mice d l<!d (10). ]11lt:resti ngly, the 

l)folonged survival or Icu kaemic mice "ia C:l~Na Ircatmenl 
is cUllsiut:rt:u as evidente: or growlh inhibition o f leukaemia 
cc lls i l! v;~o (20 ). 

A (;OO1I1"\On probklll wilh leukaemia trca(mell l i5 [he:: 
prcsence of mínimum r{'sidual disea.~ re.~pnn5ible for relapse 
(2 1): Ihe probkm is exucelba!.ed with tllG M5 ~ ublypes , whiclt 
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SUlIH/¡"u/ d",a~"r~ ,,·isJ, rr."..N •.• f'R') p<ll 0 .\ 

ha~e hi~h incidence 111 secondary le llkaemm~ (22). No ~pcci l ic 

~u rface m~ rJ..:cr úf 1774 ¡;el ls has )'el b«n reponed, ho ..... evc. , 
lhe rresen¡;e j)f residual nwl ignilnl cel ls in Ihe Mne ma'TOW 
\:,11: be established by asse~s ing in .. 11m prolifenllion in Ihe 
absence 01' ~rowlh facl(tn. (23J. llll e re~l lIl s l y . wh .. n wt' 

cultivaled MNCs lwlaletl from ~Ulviv j nx: mke LU ("t(; ulated wilh 
1774 and IrCaletl wilh Ca~Na , IV'; foulld no ~,, :dence of MNCs 
Ihm wue car;:anleo of nmonotnO Il.~ prnliferutoo n. Be('ause ceJl 
pmlil~rillj(ln in Ihe pl"(stm;e n f rml l.3 wa~ ~imil~r in I~enllhy 

mio.:e :lIId Jcuknemia survivO!1<, Ihesc data .~ug~C~1 Ihat e ,sNa 
trealmenl may he a curalive aherna¡ ive in I lu ~ macrnphage 
lumour ll1odcl. 

While ir i ~ clear ¡hat CasNa promOles ~urviv.:l l , ¡he 
me,;hani~ms 01' 111 vj~f} antilwkae lO JC a ctiOll <lre unknowII. In 
Ihi~ lcgard , recemty, we observed til a! ¡.}J. admin istralion of 
CasNa into heallhy Illice induces Ih~ prod ucl ioll o l t'ylol.: ines 
in bOlh Ihe pla~ma 3nd bone marrow (15); Ihe rdore. Ihe 
¡mtiw mQllr propertks describe<! herem would \ eem to resull 
from Ihe nJasslve ;nduC"t;on (lf i nflamtm~to!'y ceO m;gralioll 

¡mo the peritoncal cuvity (24) ei ther O'W bioao.:tive 
("Qr:lpollC'nl~ " f CasNa (25) o, lhe !:CCTelion 01" srowth faclors. 
01" differenliati(\n o r ;nflammalory sy~lell1ir. ~ction (26) 
Addilionall y. we l>elieve thal CU.~Na mu.\1 :u:t ivate 
mechani~ms beyond a simple inflammalnry proc~ss hecallse 

atlhúugh ol ll e!" agents, such a s zymosan or Ihioglycoltate , 

increase Ihe levels o f proinflamm¡uory cyluki ne~ (ILl~ , 

TNF·(t, M IP2 and MCP-IICCL2) (27. 28), !hey have 00 
;nhibilory erfect 011 prohferatio n or hellllll0p0ietic k ukaemie 
cells. On Ihe Olhcr hnnd , CasNa ;¡,I so prom01ed norm;¡,] 

haemalopoiesis in heahhy mice. representing a s lIilable 
Ihcr.lpeutic frn mewor\.:. ir! ",hi¡;h leukaemic cells are reduccd, 
!llId fa\<ouring lhe immune response. su<::h a.~ granulopoiesis. 
lo counter Ihe kukcllIia cel ls. 

82 <1 

111 C(\Il C JU ~i(l ll . CasNa prolnngs th~ ~1trviv;¡1 nf mice !hilf 
w.: rt: lelh!llly-illoculaled wilh 1774 cd l ~, wh ich re l)l"e~c nl.~ 

dcar evidence uf :Ulli le ubemi,' a(¡iv ily. 
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