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NOTA TECNICA

El caseinato de sodio incrementa
numero de linfocitos B en ratones.
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Introduccion. El caseinato de sodio, una sal de la caseina utilizada como agente proinflamatorio en
ratones, es capaz de inducir granulopoyesis en vivo e incrementar la produccion de citocinas esenciales
en dicho evento.

Objetivo. Evaluar si el caseinato de sodio es capaz de inducir un efecto bioldgico en células de origen
linfoide y la produccion de citocinas involucradas con este linaje.

Materiales y métodos: Se utilizaron ratones hembra BALB/c de 8 a 12 semanas de edad. Los animales
se inyectaron cuatro veces, con intervalos de 48 horas, por via intraperitoneal con 1 ml de caseinato
de sodio (10 % de SFB p/v). La poblacion de linfocitos B y la incorporacion de bromodesoxiuridina
(BrdU) se analizaron mediante citometria de flujo. La deteccién de la interleucina 7 se evalué mediante
la técnica de ELISA.

Resultados. Tras la inyeccién por via intraperitoneal, el nimero de linfocitos B 220+ provenientes del
bazo de ratones tratados con caseinato de sodio aumenté comparados con los que solo recibieron el
vehiculo como tratamiento (89,01+1,03 Vs. 75,66+2,08), asi como la incorporacion de BrdU en células
B220+ (38,59+4,48 Vs. 11,82+1,04). Se evidencid, asimismo, el incremento en la concentracion de la
interleucina 7 (IL-7) en el suero de los ratones tratados con caseinato de sodio, comparados con los
gue solo recibieron el vehiculo (62,1+17,5 Vs. 26,9+4,4 pg/ml).

Conclusion. El caseinato de sodio fue capaz de aumentar el numero de linfocitos B en bazo de
ratones, asi como inducir la produccién de IL-7, citocina clave para la linfopoyesis B.

Palabras clave: linfocitos B; proliferacion de la célula; inflamacién; citosina; citometria de flujo; ensayo
de inmunoadsorcién enzimatica.
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Sodium caseinate increases the number of B lymphocytes in mouse.

Introduction: Sodium caseinate, a casein salt, is a proinflammatory agent in mice, and it is able to induce
granulopoiesis in vivo and to increase the production of cytokines, which is key for this biological process.
Objective: To assess whether sodium caseinate is able to induce a biological effect on cells from
lymphoid origin and the production of cytokines involved in this lineage in vivo.

Materials and methods: We used female BALB /c mice from 8 to 12 weeks old. The animals were
injected intraperitoneally (IP) with 1 ml of sodium caseinate (10% PBS w/v) four times every 48 hours.
The B cell populations and the incorporation of BrdU were analyzed by flow cytometry. Detection of
interleukin-7 was assessed by ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay).

Results: We established that after intraperitoneal injection, the number of B lymphocytes 220+ from
the spleen of mice treated with sodium caseinate increased compared to those that only received the
vehicle (89.01+1.03 vs 75.66 + 2.08), and the same was observed with the incorporation of BrdU in
B220 + cells (38.59+£4.48 vs 11.82+1.04 respectively). We also established that the concentration of
interleukin-7 (IL-7) in the serum of mice treated with sodium caseinate increased compared to those
that only received the vehicle (62.1 £ 17.5 vs 26.9 + 4.4 pg/ml).
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Conclusion: Sodium caseinate was able to increase the number of B lymphocytes in the spleen; it also
induced IL-7 production, a cytokine that is key for the B cell lymphopoiesis.

Key words: B-lymphocytes; cell proliferation; inflammation; cytosine; flow cytometry; enzyme-linked
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El caseinato de sodio, una sal de la caseina y
principal proteina de la leche, se ha utilizado como
agente proinflamatorio desde hace mas de 20
afios; se ha demostrado que es capaz de inducir
migracion de granulocitos, macréfagos y linfocitos
en el sitio de inyeccion cuando es administrado por
via intraperitoneal en ratones (1,2).

En un estudio se reporté que el caseinato de
sodio indujo la produccion del factor estimulante
de colonias de macréfagos (Macrophage Colony-
Stimulating Factor, M-CSF) in vitro (3). Se ha
demostrado, también, que la administracion por
via intraperitoneal de caseinato de sodio en un
modelo de ratdn leucémico, incrementa su porcen-
taje de supervivencia (4), y que, tras la inyeccion
del caseinato, este es capaz de movilizar células
madre hematopoyéticas a la sangre periférica en
el raton (5).

Nuestro grupo de trabajo demostré que, mediante
la inyeccién de caseinato de sodio, se induce la gra-
nulopoyesis en médula 6sea, y se incrementan los
niveles séricos del factor estimulante de colonias
de granulocitos (Granulocyte Colony-Stimulating
Factor, G-CSF) y del factor estimulante de colo-
nias de granulocitos y monocitos (Granulocyte-
Macrophage Colony-Stimulating Factor, GM-CSF)
(6). El caseinato de sodio es un agente proinfla-
matorio capaz de actuar sobre células de origen
hematopoyético y, también, incrementa las concen-
traciones de citocinas con un rol fundamental en
la mielopoyesis (7).

Por otra parte, la administracion de péptidos de
b-caseina a cultivos de linfocitos de carnero incre-
menta la proliferacion de linfocitos B (8) e induce la
proliferacion de las células B provenientes del bazo
in vitro (9), sugiere que el caseinato de sodio podria
modular la proliferacién de este linaje celular.
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En este estudio, se analizo el posible efecto del
caseinato de sodio sobre los linfocitos B en la
médula 6sea y en el bazo. Con este propésito,
se evalud si su inyeccién por via intraperitoneal
incrementaba el ndmero de linfocitos en estos
organos, asi como la concentracion sérica de la
IL-7, citocina clave para la linfopoyesis en ratones
(10-12).

Materiales y métodos

Los ratones hembra BALB/c de 8 a 12 semanas
de edad se mantuvieron bajo condiciones estériles
y se alimentaron ad libitum. Se dividieron en tres
grupos conformados por cinco ratones cada uno:
el grupo de control, que no recibia tratamiento;
el grupo al que se le administraba solo 1 ml de
suero fetal bovino (SFB) (vehiculo), y el grupo
en tratamiento, que recibia 0,1 g de caseinato
de sodio en 1 ml de SFB al 10 % (p/v). Los de
este Ultimo grupo, se inyectaron cuatro veces, con
intervalos de 48 horas, por via intraperitoneal. Los
ratones fueron sacrificados a las 24 horas de la
Ultima inyeccion mediante dislocacion cervical para
obtener las células.

Obtencién de células mononucleares de
médula 6sea

Después del sacrificio de los ratones, se obtuvieron
los fémures en una campana de cultivo previamente
desinfectada con alcohol al 70 % y esterilizada
durante 20 minutos con luz ultravioleta (UV). Los
fémures se colocaron en cajas de Petri con medio
de Iscove. Posteriormente, se cortaron las epifisis
de cada fémur de los dos grupos, evitando que se
astillaran y, con una jeringa de insulina de 1 ml con
medio de Iscove con suplemento de suero bovino
fetal (SBF) al 10 % (p/v), se extrajeron las células
totales de la médula ésea.

La suspension celular se centrifugd para obtener
los botones celulares de cada grupo, los cuales se
colocaron cuidadosamente en tubos conicos con
un gradiente de densidad a base de Ficoll® (1,077
g/L, Sigma, México) y se centrifugaron por 20
minutos a 500g para obtener las células mononu-
cleares (CMN). Por dltimo, estas se lavaron tres
veces con medio de Iscove y SBF al 10 % para su
posterior analisis.
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Obtencién de células mononucleares de bazo

Los bazos se envolvieron en un filtro, se depo-
sitaron en cajas de Petri con 4 ml de medio de
Iscove, y se exprimieron con un émbolo de
jeringa hasta liberar las células sanguineas. La
suspension celular se centrifugd para obtener el
botén celular de cada grupo, el cual se coloco
en tubos con 2 ml de medio de Iscove y SFB al
10 %. Posteriormente, las células obtenidas se
depositaron en tubos cénicos con gradiente de
densidad para obtener las células mononucleares,
de la misma manera que las de médula 6sea. Al
finalizar este procedimiento, se obtuvo un anillo
celular de cada muestra que contenia las células
mononucleares, las cuales se lavaron dos veces
con medio de Iscove y SFB al 10 % vy, por ultimo,
se contaron.

Ensayos de proliferaciéon mediante citometria
de flujo

Para los ensayos de proliferacion, tan solo se
consideraron el grupo de control, que recibi6 el
vehiculo, y el de estudio, tratado con caseinato de
sodio. Después de administrarles el vehiculo o el
caseinato de sodio, los ratones se inyectaron por
via intraperitoneal con bromodeoxiuridina (2 mg
de BrdU por animal) (BD Bioscienses, San Diego,
CA, USA) y se sacrificaron a las 24 horas de la
ultima dosis.

Las células mononucleares se obtuvieron de la
médula O6sea y el bazo mediante gradiente de
densidad con Ficoll® (1,077 g/L) (Sigma, México).
Posteriormente, la densidad celular se ajusté a
2X10%en 1 ml de SFB y las células se tifieron con
anti-B220 marcado con Cy5 para el linaje linfoide
B. Se requirieron 50.000 células por muestra para
cada andlisis.

Para detectar la proliferacion del linaje, las células
se fijaron, se permeabilizaron y se tifieron con
anti-BrdU marcado con isotiocianato de fluores-
ceina (FITC), segun el protocolo del manual de
procedimiento del estuche de BrdU para citometria
de flujo (BD Bioscienses, San Diego, CA, USA)
(6). Al finalizar la tincion, las células se volvieron
a suspender en 0,3 ml de paraformaldehido al
1 % en SFB.

Los andlisis del fenotipo celular y la incorporacién
de BrdU se hicieron en un citdmetro FACS Calibur™
(Becton Dickinson, San José, CA, USA) con el pro-
grama Pro v.5.1.1 BD (Becton Dickinson), segun las
instrucciones del manual de procedimientos.

El caseinato de sodio induce la proliferacién de linfocitos B.

Deteccién de citocinas

Para detectar la interleucina IL-7, se obtuvo sangre
fresca del plexo axilar de los ratones tratados y de
los no tratados con caseinato de sodio. Una vez
obtenida la sangre de los ratones, se centrifugd
durante 10 minutos a 1.500 rpm para obtener el
suero. Posteriormente, se evalud la concentracion
de IL-7 en el suero, respetando el procedimiento del
kit de ELISA (Mouse Interleukin 7, Immunoassay,
R&D Systems, MN, USA) durante las dos horas
posteriores al sacrificio (6). La lectura de las placas
se realizé a 450 nm en un espectrofotdmetro Tecan
(Tecan Spectra, Austria).

Andlisis estadistico

En el presente estudio los datos se presentaron
como la media y la desviacion estandar de los
obtenidos de manera independiente, por lo menos,
de tres experimentos. Para detectar las diferencias
significativas entre los datos, se emple6 un analisis
de varianza (ANOVA) seguido de una prueba de
Dunnet (p<0,05) mediante el paquete estadistico
SPSSe.

Autorizacién del comité de ética para la
experimentacion en animales

Los ratones se mantuvieron en condiciones esté-
riles en el bioterio de la Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza de la Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM). Todos los experi-
mentos fueron aprobados por el Comité de Etica de
dicha Facultad (nimero FESZ/DEPI/CI/128/14), y
se ajustaron a las leyes y normas mexicanas para
el trato y la proteccion de animales de laboratorio
(NOM-062-Z00-1999) (13).

Resultados

El caseinato de sodio disminuy6 la incorporacion
de BrdU en linfocitos B de la médula ésea.

Para establecer si el caseinato de sodio influia en
los linfocitos B, se evaluaron mediante citometria de
flujo la granularidad, el tamafio y, posteriormente, la
positividad frente al anticuerpo especifico de linaje
B, el anti-B220; asimismo, se utilizé el BrdU para
evaluar la proliferacion tras la inyeccion intraperi-
toneal del caseinato. Los resultados mostraron que
el nimero de linfocitos en la médula 6sea disminuyd
en los ratones que recibieron caseinato de sodio,
en comparacion con los que solo recibieron el
vehiculo (11,33+1,15 Vs. 18,66%2,08) (figura 1,
Ay B). También, se observé que el porcentaje de
incorporacion de BrdU disminuyé (32,03+£2,64 Vs.
50,33+4,50) (figura 1C).
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Figura 1. Ay B. La inyeccion intraperitoneal con caseinato de
sodio disminuy6 el porcentaje de células correspondiente al
linaje linfoide en médula ésea, asi como la incorporacion de
BrdU. Se presentan diagramas de puntos representativos de
células mononucleares totales provenientes de ratones tratados
solo con el vehiculo o con caseinato de sodio. La seleccion se
hizo mediante la evaluacion de la granularidad y el tamafio de
la region correspondiente al linaje linfoide, y la positividad frente
al anticuerpo B220 de células seleccionadas previamente de la
region correspondiente al linaje. C. Evaluacion del porcentaje de
incorporacion de BrdU en células B220 positivas provenientes
de células mononucleares de médula 6sea de ratones tratados
con caseinato de sodio y de ratones no tratados con este. Los
numeros representan el porcentaje de BrdU incorporado en las
células + desviacion estandar (DE) (de la marca M1). Los datos
corresponden a, por lo menos, tres experimentos realizados de
manera independiente, con tres ratones cada uno.

El caseinato de sodio aumentd laincorporacion
de BrdU en linfocitos B del bazo.

Se sabe que en los ratones el bazo es un 6rgano
hematopoyético secundario capaz de sostener la
hematopoyesis (14-16), por lo que se evalud si el
caseinato de sodio tenia algun efecto sobre los
linfocitos B. Los resultados demostraron que el
ndmero de células correspondiente a la region de
los linfocitos se incrementaba en los ratones que
habian recibido el caseinato, en comparacion con
los que solo recibieron el vehiculo (89,01+1,03 Vs.
75,66+2,08) (figura 2 Ay B), Asimismo, se observé
un incremento en la incorporacién de BrdU en estas
células (38,59+4,48 Vs. 11,82+1,04) (figura 2 C).

El caseinato de sodio aumenté laconcentracion
de IL-7 en suero.

Una citocina clave en la linfopoyesis B del ratén
es la IL-7 (10,17,18), por lo cual se evalud su con-
centraciéon en el suero de los ratones tratados
con caseinato de sodio y de los no tratados. Los
resultados mostraron que la concentracion de IL-7
aumento considerablemente en el suero de los
ratones tratados con el caseinato, comparados
con los que solo recibieron el vehiculo (62,1+17,5
Vs. 26,9+4,4).
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Discusion
La caseina, principal proteina de la leche, y su sal,
el caseinato de sodio, han servido como modelos
de agentes proinflamatorios al inyectarlos por via
intraperitoneal, desde hace mas de 20 afios (1,2,7).
Se ha demostrado que promueven la migracion de
granulocitos, monocitos y linfocitos en el sitio de
inyeccién y que incrementan la concentracion de
las citocinas que influyen en la mielopoyesis, como

GM-CSF, M-CSF y G-CSF en suero y exudado de
la cavidad peritoneal (1,7).

En otro estudio, se demostr6 que el caseinato
de sodio en células de origen mieloide, como los
granulocitos, induce la produccion de M-CSF in
vitro (3). Se ha observado que, tras su inyeccion,
también aumenta la migracion de células madre
hematopoyéticas a sangre periférica (4) y que,
ademas, los péptidos de la caseina inducen la
proliferacion de linfocitos B in vitro (8).

En nuestro grupo de trabajo se ha podido demos-
trar que la administracion intraperitoneal de casei-
nato de sodio induce la granulopoyesis in vivo e
incrementa el G-CSF y el GM-CSF en suero (6).

A .
) Bazo vehiculo
o ! 0) Células B220/BrdU
e < en bazo
il s ]
2 E ]
< 1= B
(o] (o]
2 2
O Q
an n —
||| o
L FsC-Alura — 5 L—— "googpg —> c
- g
B) Bazo caseinato de sodio L M1
189,01+ 6,03 &
F 4

o
10° 100 102 10° 10¢
Brdu
— [l Vehiculo 11,82 + 1,04 %

4——— [ Caseinato de sodio 38,59 + 4,48 %

e R d

SCSC-Altura
SCSC-Altura

— FSC-Altura —>

Figura 2 A y B. El tratamiento intraperitoneal con caseinato
de sodio aument6 el porcentaje de células correspondiente al
linaje linfoide en bazo, asi como la incorporacion de BrdU. Se
presentan los diagramas de puntos representativos de las células
mononucleares totales provenientes de ratones tratados solo
con el vehiculo y de aquellos tratados con caseinato de sodio.
La seleccion se hizo mediante la evaluacion de la granularidad
y el tamafio de la regién correspondiente al linaje linfoide
y de la positividad frente al anticuerpo B220 de las células
seleccionadas previamente de la regién correspondiente al
linaje. C. Evaluacion del porcentaje de incorporacion de BrdU en
células B220 positivas provenientes de células monocucleares
de bazo de ratones tratados con caseinato de sodio y de
aquellos que no fueron tratados. Los ndimeros representan el
porcentaje de BrdU incorporado en las células + desviacion
estandar (DE) (de la marca M1). Los datos presentados
corresponden, por lo menos, a tres experimentos realizados de
manera independiente con tres ratones cada uno.
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En este estudio se demostrd que, tras la inyeccion
de 1 ml de caseinato de sodio (10 % p/v en SFB)
cada 48 horas durante seis dias, el numero de
linfocitos B en la médula 6sea disminuy6, en tanto
gue, en el bazo, aumento.

Este efecto concuerda con los resultados publicados
por el grupo de Ueda, et al., quienes demostraron
gue, en un proceso inflamatorio, el aumento de la
proliferacion se presenta principalmente en el linaje
de los granulocitos, lo cual influye en la disminucion
de linfocitos B en este 6rgano (19,20).

Por otro lado, en este trabajo se observé que, si
bien el nimero de linfocitos B en médula ésea
disminuia (figura 1 Ay B), se incrementaba en el
bazo (figura 2 Ay B), y no solo eso, pues también
aumentd el porcentaje de incorporacion de BrdU
en los linfocitos B, lo cual podria ser indicativo
de proliferacion (figura 2 C) y concuerda con lo
observado in vivo (8,9). También, se sabe que las
citocinas son fundamentales para la generacion de
células de origen hematopoyético; tal es el caso
de la IL-7, la cual tiene un papel fundamental en la
linfopoyesis de células B (11,12,18).

En el presente estudio, se demostrd6 que la
concentracion de IL-7 se elevo en el suero de los
ratones tratados con caseinato de sodio, en com-
paracion con el de aquellos que solo recibieron el
vehiculo. Previamente, nuestro grupo de trabajo
habia reportado que, después de la inyeccion
intraperitoneal de caseinato de sodio, se promovia
la granulopoyesis en la médula dsea, y los resul-
tados obtenidos en este estudio sugieren que,
tras la granulopoyesis generada por el caseinato,
los linfocitos B posiblemente migran al bazo y alli
proliferan, ya que en este 6rgano dicho evento
ocurre de manera natural en ratones, con lo cual se
mantiene lahomeostasis inmunoldgica (14,21),y se
ha demostrado que, tras la activacion de la médula
Osea, esta induce la migracion al bazo de células
madre multipotenciales con capacidad proliferativa
(22,23), evento que pudiera verse favorecido por
el incremento en la concentracion de G-CSF y de
IL-7 después de la inyeccién intraperitoneal del
caseinato de sodio.
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