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1. RESUMEN

En las dos ultimas décadas se ha mostrado que las caseinas y algunos péptidos obtenidos
de su proteolisis, presentan actividades biolégicas y un potencial impacto en la salud. En lo que
respecta a células hematopoyéticas, hasta la fecha, sélo se han reportado sus efectos en células
maduras normales, como neutréfilos, macréfagos y linfocitos, por lo que no se conocen sus
implicaciones en la hematopoyesis normal o leucémica. Por lo tanto, en el presente estudio, se
evaluo el efecto de las caseinas, el caseinato de sodio (CasNa) y de tres casomorfinas, sobre la
proliferacion y diferenciacion de la linea celular mieloide 32D y de la linea leucémica WEHI-3.

Se encontré6 que el CasNa y las caseinas, disminuyen la proliferacion e inducen
diferenciacion al linaje monocito-macréfago de las células 32D. En la linea leucémica WEHI-3,
reducen la proliferacién pero no inducen diferenciacion. Con respecto a las casomorfinas. la 1-5 B-
casomorfina reduce la proliferacion de las células 32D, pero no de las células WEHI-3. mientras
que solo la dosis mas alta de 1-7 B-casomorfina disminuye ligeramente la proliferacion de las dos

lineas celulares, pero ninguna de las casomorfinas promovié la diferenciacion.

También determinamos que el CasNa y las caseinas en las células 32D y WEHI-3, no
actuan via receptores opioides (RO’s), como se ha reportado para algunas células
hematopoyéticas con derivados de la caseina, sin embargo, en la accién de la 1-5 B-casomorfina
en las células 32D si intervienen los RO’s, por lo que proponemos la presencia y funcionalidad de
RO’s en estas células. Finalmente, al evaluar la presencia de algun factor de crecimiento
hematopoyético en los cultivos de las células 32D en presencia de CasNa, determinamos que se
induce la expresion y secrecién de M-CSF, asi como de su receptor (M-CSFR) en estas células.
Este resultado sumado a la diferenciacion observada, podria sugerir un mecanismo
autécrino/paracrino en donde el M-CSF producido sea el responsable del efecto del CasNa en las
células 32D, sin embargo, los resultados indicaron que el M-CSF no participa en la reduccion de la
proliferacion, por lo que su participacion puede ser secundaria o solo intervenir en la
diferenciacion.

Nuestros resultados muestran que las caseinas y las casomorfinas pueden regulan la
hematopoyesis normal y leucémica in vitro, por lo que nuestro trabajo abre la posibilidad de que
este tipo de compuestos también tengan efectos in vivo, y surge la necesidad de determinar sus
posibles aplicaciones terapéuticas en desordenes hematologicos.



1.1. ABSTRACT

In the last two decades several studies have shown that caseins and various peptides
obtained from their enzymatic proteolysis have important biological activities and therefore a
potential impact in health. With regards to hematopoietic cells, only recently several publications
have published the effects of caseins and casomorphins on mature cells like neutrophils,
macrophages and lymphocytes, however their impact on normal or leukemic hemopoietic cells is
still not know. In consequence in the present study we evaluated the effects of caseins, sodium
caseinate (CasNa) and three different casomorphins on the proliferation and differentiation of the

myeloid progenitor 32D cells and the myelomonocytic leukemia WEHI-3 cell line.

We found that CasNa and the caseins reduced the proliferation and induced differentiation
of the 32D cells to the monocyte-macrophage lineage, and reduced the proliferation but did not
induce differentiation of WEHI-3 cells. The 1-5 B-casomorphin reduced the proliferation of 32D cells
but not that of WEHI-3 cells. While only high the doses of 1-7 B-casomorphin slightly decreased the
proliferation of both cell lines. Neither of them induced differentiation.

We also present evidence that the activity of CasNa and caseins in 32D and WEHI-3 cells is
not due to interactions with opioid receptors (ORs), as it has been reported for some hematological
cells with casein derivatives. However, we observed that the action of 1-5 B-casomorphin on 32D
cells could be mediated by OR’s, thus we propose the presence of other types of OR’s in these
cells.

Finally, when we evaluated the presence of hematopoietic growth factors in the culture
media of 32D cells with CasNa, we detected a activity type CSF. We also showed that CasNa
indeed induced the expression and secretion of M-CSF, as well as of its receptor (M-CSFR) on
these cells. Our results could have hinted that the differentiation of 32D cells with CasNa could be
mediated by a autocrine/paracrine mechanism where the M-CSF induced by CasNa could be
responsible of the observed effects, nevertheless our results showed that M-CSF by itself could not
reduce the proliferation of these cells. Therefore the role of the induced M-CSF may be as a
secondary growth inhibitor or to participate exclusively with differentiation.

Our results show that caseins and casomorphins can regulate normal and leukemic
hemopoiesis in vitro, thus our work opens the possibility for these class of compounds to have also
an in vivo effect in normal and malignant hemopoiesis, and thus to study its possible therapeutic
applications in haematological disorders.



2. INTRODUCCION

2.1. HEMATOPOYESIS

Para reemplazar a las células sanguineas perdidas en los eventos fisiologicos
normales, el organismo produce cada dia billones de leucocitos, eritrocitos y plaquetas.
Ademas, en situaciones de stress como sangrado o infeccién, existe un rapido y
significativo incremento en la generacién de células maduras. El proceso de produccion de
celulas sanguineas y su homeostasis es llamado hematopoyesis. En el adulto, la
hematopoyesis se lleva a cabo principalmente en la médula ésea, a partir de un nimero

relativamente reducido de células tallo y progenitoras hematopoyéticas.

Células hematopoyéticas

Las células hematopoyéticas son divididas en tres compartimientos principales. Las
células seminales o tallo pluripotentes, que dan origen a diversas poblaciones de células
progenitoras multi- y monopotentes, y éstas a su vez originan a las diferentes células
precursoras y maduras. El paso de una poblacién a otra es una trayectoria irreversible, en
la que las células incrementan su nimero y sufren una diferenciaciéon y maduracion, pero
progresivamente disminuyen su potencialidad y su capacidad de auto-renovacion (Figura
1) (Quesenberry et al, 2002; Metcalf, 1999).

Células seminales

Células progenitoras

Células precursoras y
maduras

Figura 1. Vision general de las poblaciones de células hematopoyéticas. Las células de
cada compartimiento generan un nUmero relativamente mayor de células del compartimiento
siguiente, en un proceso irreversible en el cual las células comprometidas a un linaje no puede
cambiar su comprometimiento a otro linaje. (Tomado de Metcalf, 1999). 3



Células tallo hematopoyéticas

Las células tallo hematopoyéticas (CTH s) son células pluripotentes, es decir tienen
la capacidad de originar todos los linajes sanguineos, y representan menos del 0.01% de
las células mononucleadas en la médula ésea. Fenotipicamente, son células pequenas
con poco citoplasma y no expresan marcadores de superficie de células sanguineas
maduras, pero expresan otros marcadores como Thy-1, Sca-1 y CD34 (Reya et al, 2001;
Bonnet, 2002). En condiciones normales la mayoria de las CTH s se encuentran
quiescentes (fase Gy del ciclo celular) y solo se dividen para mantener los niveles de la
hematopoyesis en el organismo (Szilvassy et al, 2000).

Los estudios de transplante en modelos murinos a corto y largo plazo, y el empleo
de anticuerpos, han permitido el aislamiento de al menos dos clases de CTH s. Las
CTH s-reconstituyentes a largo plazo (LT-HSC por sus siglas en inglés, long-term
hamatopoietic stem cells) con inmunofenotipo en el ratén Thy1.1°Lin"Sca*c-kit*, las cuales
tienen una alta capacidad de auto-renovacion, y reconstituyen la hematopoyesis para toda
la vida en ratones previamente irradiados. Las CTH s-reconstituyentes a corto plazo (ST-
HSC por sus siglas en inglés, short-term hematopoietic stem cells) con inmunofenotipo
Thy1.1°Lin"Mac"®Sca*c-kit*, que retienen la capacidad de auto-renovacion y reconstitucion
de la hematopoyesis por aproximadamente 8 semanas (Morrison y Weissman, 1994).
Ademas, se reporta la existencia de una poblacién de progenitores pluripotentes (MPP s)
con inmunofenotipo Thy1.1°Lin"Sca*c-kit"Mac1°CD4"°, sin la capacidad de auto-
renovacion, pero que directamente originan todos los linajes sanguineos, a través de una
serie de células progenitoras intermedias (Weissman 2000). Por lo tanto, una posible
jerarquizacion de las células pluripotentes quedaria de la siguiente manera LT-HSC—ST-
HSC—MPP (figura 2) (Weissman et al, 2001).

Células progenitoras hematopoyéticas
Las células progenitoras hematopoyéticas (CPH s) derivadas de las CTH s, pierden
su capacidad de auto-renovacion y pluripotencialidad, pero adquieren la suficiente
capacidad proliferativa para generar la gran cantidad células sanguineas maduras
requeridas. Se ha reportado la existencia de dos tipos de CPH s multilinaje; un progenitor
comin de linfocitos con inmunofenotipo LinIL-7R+THy1.1'Sca1°c-kit®, restringido a
linfocitos T, B y células NK (Kondo et al, 1997; Akashi et al, 2000a), y un progenitor comun
4



mieloeritroide con inmunofenotipo  LinIL-7R'Sca1c-kit'FcyR°CD34"  restringido a
granulocitos, macrofagos, megacariocitos y eritrocitos (Akashi et al, 2000b; Ling y
DzierzakK, 2002).

Cuando los progenitores multilinaje son estimulados apropiadamente, generan
colonias en cultivos semi-sélidos, por lo que son conocidos como unidades formadoras de
colonias (CFU s-). Estas incluyen CFU-GM, CFU-Ba, CFU-Eo, CFU-E, CFU-MK, CFU-
preB y CFU DC para unidades formadoras de colonias de granulocitos-macrofagos,
basdfilos, eosindfilos, eritrocitos, megacariocitos, linfocitos-B y células dendriticas,
respectivamente (Kondo et al, 1997; Akashi et al, 2000b) (figura 2). Los clones que crecen
en los cultivos in vitro son de un soélo linaje y no exhiben caracteristicas aberrantes; por
ejemplo, granulos eosindfilos en células eritroides, aun cuando las colonias sean el
resultados de la estimulacion con un factor multilinaje, esto argumenta la
unidireccionalidad en el comprometimiento de cada linaje y los subsecuentes eventos de

maduracion.

Células hematopoyéticas precursoras y maduras

En las etapas finales, las células han sufrido una dramatica especializacion
promovida por las fases de diferenciacion. En estas etapas, los distintos precursores
pueden ser identificados mediante tinciones morfolégicas y ademas, existe una notable o
total disminucién en su capacidad proliferativa (Bondurant y Koury, 1999). Al madurar los
precursores dan origen a las células sanguineas circulantes, este compartimiento contiene
varios tipos de células completamente distintas en apariencia y con funciones especificas
(Munker et al, 2000) (figura 2).

Eritrocitos: Mas del 95% del componente proteico citoplasmatico del eritrocito es la
proteina transportadora de oxigeno hemoglobina, el resto incluye a algunas enzimas
requeridas para la produccion de energia y el mantenimiento de la hemoglobina en un
estado funcional. A pesar de la pérdida de organelos citoplasmaticos como nucleo,
mitocondria o ribosomas, los eritrocitos tienen una vital y compleja funcién en el transporte
de oxigeno a los tejidos y removiendo biéxido de carbono del cuerpo (Telen y Kaufman,
1999; Kendall, 2001).

Megacariocitos y plaquetas: Las plaquetas se forman de la fragmentacién del
megacariocito. Las plaquetas tienen un esencial papel en la homedstasis, en la trombosis
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y en la coagulacién de la sangre. Estas, se adhieren a las paredes de los vasos
sanguineos danados para impedir la pérdida de sangre, a través de una serie de pasos
discretos que involucran su adhesion al area lesionada, ademas, las plaquetas sufren
rapidos cambios morfolégicos, tales como la extensién de seudépodos, agregacion y
secrecion de granulos (Stenberg y Hill, 1999; Kaushansky, 1999).

Granulocitos: Los granulocitos, son asi llamados porque tienen granulos en su
citoplasma que se tifien densamente, también son llamados leucocitos polimorfonucleares
por la forma del nucleo. Existen tres tipos de granulocitos; los neutréfilos, los eosindfilos y
los basofilos, todos tienen una vida relativamente corta, y son producidos en grandes
numeros durante la respuesta inmune. Los neutréfilos, se adhieren y avanzan sobre la
superficie luminar de las células endoteliales, y se mueven a través del tejido hacia el sitio
de dafo. Una vez que arriban paran sus movimientos, y entonces, atraen en fagocitosis o
secretan enzimas hidroliticas para digerir objetos extrafios (Skubitz K, 1999). Por otro lado,
los eosindfilos, son de suma importancia en la defensa contra infecciones de parasitos,
participando como fagocitos, y citotoxicos en la presencia de anticuerpos y componentes
del complemento (Mogbel y Becker, 1999). Asimismo, los baséfilos circulan brevemente
antes que migren dentro de las barreras de los tejidos, donde juegan un papel en las
reacciones de hipersensibilidad inmediata, sus prominentes granulos contienen un arsenal
de mediadores de inflamacion aguda, que incluyen histamina, serotonina, leucotrienos,
activador de plasminégeno, entre otros (Befus y Denburg, 1999).

Macrofagos: Los macréfagos, son la forma madura de los monocitos, estan
distribuidos ampliamente en todo el cuerpo, donde juegan una parte critica en la
inmunidad innata. Los macréfagos internalizan sustancias por pinocitosis o fagocitosis, la
vesicula internalizada se fusiona con los lisosomas y su contenido es procesado. En la
respuesta inmune adaptativa, los macrofagos actuan como células presentadoras de
antigeno, que promueven la viabilidad, proliferacién y la secrecion de citocinas, en
linfocitos B y T. Ademas, secretan IL-1 que aumenta la proliferacién de linfocitos (Valledor
et al, 1998; Weinberg, 1999).

Células dendriticas (DC s): Las DC s tienen llamativas prolongaciones retorcidas o
dendritas, que se extienden de su cuerpo. Las DC s estan presentes en tejidos linfoides y
no linfoides como la piel, pulmones y mucosa intestinal. Son moviles, eficientes
presentadoras de antigeno, y proporcionan sefiales co-estimulatorias a células By T. Las
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DC s cambian su fenotipo dentro se su tiempo de vida, lo cual hace se dificulte la
identificacion de su fenotipo o determinar su ontogenia. La cuestion de que, si éstas
derivan a partir del linaje monocito/macréfago todavia no esta resuelta. Recientes trabajos
apuntan que progenitores CD34+ para DC s, existen en la médula ésea y sangre
periférica, y en cultivo in vitro, colonias de macréfagos y DC s son formadas de células
tallo individuales, lo cual sugiere una temprana separacion de los dos linajes. Sin
embargo, un progenitor ha sido detectado en entre la poblacién monocitica y linfocitica
(Parakevas, 1999a, Ardavin, 2003).

Linfocitos: Existen dos tipos de linfocitos, los linfocitos B, que cuando son activados
se diferencian a células plasmaticas secretoras de anticuerpos, y los linfocitos T, de los
cuales existen dos clases. Las células T citotdxicas, que matan a células infectadas, y las
células T cooperadoras, que activan a linfocitos y a macréfagos. Tanto las células B como
las T tienen receptores altamente diversos en su superficie, que ayudan a reconocer al
antigeno. Los receptores de un linfocito puede reconocer a un solo antigeno en particular,
por lo tanto, cada linfocito reconoce aun diferente antigeno, y conjuntamente los
receptores de todos los linfocitos reconocen una amplia diversidad de antigenos
(Paraskevas y Foerster, 1999).

Células NK: Las células asesinas naturales (NK: del inglés natural killer), fueron
originalmente descritas de acuerdo a su capacidad para matar ciertas células tumorales de
origen hematopoyético en ausencia de una estimulacion previa. Subsecuentemente,
fueron identificadas por anticuerpos monoclonales como una poblacion discreta de
linfocitos citoliticos, y son implicadas en varias actividades in vivo, tales como actividad
contra células tumorales, resistencia a infecciones virales y regulacion de la
hematopoyesis. Las células NK son una de los principales componentes de la inmunidad
innata, lisan selectivamente células viralmente infectadas, pero no a células no infectadas.
Ademas, producen una variedad de citocinas como IFN-y, GM-CSF, TNF-«, IL-3 e IL-8
(Janeway et al, 1999; Paraskevas 1999b).
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Figura 2. Modelo de la hematopoyesis. LT-HSC (célula tallo hematopoyética reconstituyente a
largo plazo), ST-HSCs (célula tallo hematopoyética reconstituyente a corto plazo), MPP (progenitore
pluripotencial). (Tomado y modificado de Weissman, 2000 y Kondo et al, 1997).




Regulacion de la hematopoyesis

En condiciones normales, la mayoria de las CTH’s se encuentran quiescentes (fase
Gy del ciclo celular), pero muchos de los progenitores mas maduros estan proliferando y
produciendo progenie madura. Sin embargo, en situaciones como sangrado o infeccion
ocurren varios eventos; los depoésitos de células hematopoyéticas en la meédula 6sea o
adheridas al endotelio son rapidamente liberadas a la circulacion, y son localizadas en el
sitio de dafo, pocos progenitores y células maduras sufren apoptosis, ademas, las CTH's
y progenitores son estimulados a proliferar y diferenciarse en leucocitos, eritrocitos y
plaquetas. Cuando el sangrado, infeccién u otro tipo de stress cesa, y la demanda de
células sanguineas disminuye, los procesos anti-apoptoticos y proliferativos caen, las
células sanguineas son redistribuidas a sus sitios de almacenamiento, y la cinética de la
hematopoyesis retorna a sus niveles basales. Este proceso se repite innumerables veces
durante nuestras vidas, y se ha visto de forma exagerada después de quimioterapia o de
transplante de médula 6sea (Smith, 2003; Schmidt et al, 2002).

El mantenimiento de la generacion de células sanguineas involucra una compleja
interrelacion entre los procesos genéticos intrinsecos de las células hematopoyéticas y su
entorno. Esta interrelacion determina si se mantienen quiescentes, proliferan, auto-
renuevan, sufren diferenciacion o apoptosis (Zandstra et al, 2000). En el adulto, estos
procesos se llevan a cabo principalmente en la médula ésea, en un entorno especifico
denominado micro-ambiente hematopoyético. EI micro-ambiente hematopoyético, esta
compuesto de un componente celular y un componente proteico, que en conjunto regulan

la hematopoyesis (Whetton y Spooncer, 1998) (figura 3).

En el adulto la hematopoyesis se
lleva a cabo principalmente en la
médula dsea, la cual esta regulada
por factores genéticos intrinsecos de
las células hematopoyéticas (CH 's)
y mditiples interrelaciones con su
entorno  (componente celular y
componente proteico). Como
resultado las CH's se mantienen
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Figura 3. Regulaciéon de la hematopoyesis en el micro-ambiente hematopoyético de la
médula ésea. (Tomado de Whetton y Spooncer, 1998)



Componente celular

El componente celular de la médula ésea incluye células propiamente estromales,
como endoteliales, reticulares, adipositos y osteblastos, que estan de manera permanente.
Asi como monocitos, linfocitos y células NK, denominadas células accesorias por estar de
forma transitoria. Las células estromales secretan y expresan una gran cantidad de
moléculas de la matriz extracelular (MEC) como colageno [-VI, fibronectina, tenascina y
laminina, y moleculas de adhesiéon celular (CAM s). Ademas, junto con las células
accesorias, producen un gran numero de citocinas y quimiocinas, las cuales se encuentran
en solucion y/o unidas a las células o a la matriz extracelular (tabla 1) (Prosper y Verfalillie,
2001; Temeles et al, 1993). Asimismo, las células tallo y progenitoras hematopoyéticas
expresan receptores, que facilitan las interacciones especificas ligando-receptor, célula-
célula y célula-MEC, afectando los movimientos (retencién, entrada a la circulacién,
homing y migracion / retencion), la proliferacion, la diferenciacion y el destino celular
(Blanco et al, 2001; Yamada et al, 2000, Batard et al, 2000).

TABLA 1. Regulacion de la hematopoyesis: Componente celular de la médula dsea.
Revisado en Lemischka, 1997 y en Whetton y Spooncer, 1998)

CELULAS LOCALIZACION FUNCION
Constituyen los vasos sanguineos. Se Interacciones directas célula-celula, controlan
encuentran asociadas con fibroblastos, la entrada a la circulacion de CH s.
ENDOTELIALES adipositos, megacariocitos, células plasmaticas | Secretan CSF s, IL-6, colagena tipo Il y
y células hematopoyéticas (C.H's). laminina.
Son el componente mas abundante de la _ i -
il é Adventicias: Migracion de C.H's.
médula osea.
RETICULARES Na— id
ici venticias: En sinusoides venosos
A'dventl'ma.s ; Fibroblasticas: Secrecion de CSF s, SCF, IL-
Fibroblasticas Fibroblasticas: Dentro de la médula dsea en 5 ’ o
o 1 e IL-6. Colagena tipo | y Il y fibronéctina.
contacto con células granulociticas inmaduras.
Se encuentran en diferentes sitios: Interacciones célula-célula.
Asociados a islas de eritroblastos, al endotelio y | Secretan: CSF's, IL-1, 3, 6y 8, TNF-o, MIP e
MACROFAGOS dispersos entre las CH’s. IL-1.
Su funcion no es muy clara, posiblemente
0 | io de la médula 6 secreten factores inhibidores, pues aparecen
cupan el mayor espacio de la medula dsea.
ADIPOSITOS P s P en cultivos a largo plazo cuando la
hematopoyesis decae (médula amarilla).
Clardeardab s Secreta la matriz del hueso y ademas CSF s,
entro del hueso.
OSTEOBLASTOS IL-1y 6, TGF-B y TNF-a.
ACCESORIAS —
(Células NK Presentes de manera transitoria. Secretan CSF s IL-1,2,3 , 4y 10y TNF-c.
Monocitos
Linfocitos)
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Componente proteico

Citocinas

Del componente proteico, las citocinas son los reguladores hematopoyéticos mejor
caracterizados. Las citocinas, son glicoproteinas que actian por unién a receptores
especificos, y activan una variedad de trayectorias de sefializacion (Molineux y Mazanet,
2000). En general, los receptores para citocinas tienen un dominio extracelular de union al
ligando, un dominio transmembranal y un dominio citoplasmatico. Basados en las
caracteristicas estructurales y funcionales de sus receptores, han sido reconocidas varias
familias de citocinas. La familia de receptores con actividad tirosina cinasa (RTK s), la

familia de receptores de citocinas (RC s), la familia del factor de crecimiento transformante

(TGF) y la familia del factor de necrosis tumoral (TNF) (Heldin, 2001) (tabla 2).

Tabla 2. Propiedades de las citocinas

CARACTERISTICAS

ACTIVIDAD

MECANISMO DE ACCION

*Todas son proteinas

*Su expresion es regulada (traduccién y/o transcripcion )
*Su produccion es transitoria

*Su radio de accidn es corto (excepto eritropoyetina)
*Sus acciones son pleiotrépicas (su efecto depende del
tipo celular y del estadio de diferenciacion)

*Actuan uniéndose a receptores de membrana

*Alteran la expresion génica de sus células blanco
*Pueden tener acciones sinérgicas o antagdnicas

Ejercen su efecto
sobre la
*Proliferacion
*Auto-renovacion
*Viabilidad
*Diferenciacion
*Sensibilizacion
*Migracién
*Homing

*Apoptosis

Unién a receptores de
membrana

A) Con actividad tirosina
cinasa (RTK s)

B) Sin actividad tirosina
cinasa intrinseca

(Receptores de citocina)
C) De la familia de TGF

d) De la familia de TNF
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En los RTK's, la union del ligando induce homo o heterodimerizacion de los
receptores, seguida de autofosforilacion en residuos de tirosina. La fosforilacion en tirosina
tiene un papel regulatorio de la actividad tirosina cinasa, y ademas, crea sitios de union
para proteinas adicionales que transmiten la sefial. Las proteinas adicionales tienen un
dominio de unién especifico para fosfotirosina, el mejor caracterizado de estos dominios
es el llamado SH2 (homélogo a Scr-2) (Socolovsky et al, 1998; Fantl, 1992).

Por otro lado, los RC’s no tienen actividad tirosina cinasa intrinseca, pero estan
asociados con proteinas de la familia de Janus cinasa (JAK). La union de la citocina
induce agregacion del receptor, juxtaposicion de las proteinas JAK s, y su activacion por
fosforilacion cruzada. Las JAK s una vez activadas, fosforilan muiltiples residuos de tirosina
del dominio citoplasmatico del receptor, y al igual que los RTK s crean sitios de
reclutamiento para proteinas con dominios SH-2 (Piazza F et al, 2000; Alberts et al, 1994).

En conjunto, la activacion de RTKs y RC s inician multiples cascadas que
involucran a Ras, fosfatidil inositol 3 cinasa (PI3K), fosfolipasa C-y y los transductores de
sefial y activadores de la transcripcion (STAT s). Estas trayectorias, culminan en la
regulacién de la expresién génica en el nucleo (Brivanlou y Darnell, 2002; Krebs y Hilton,
2001, Barreda et al, 2004) (figura 4A y B).

Por otro lado, en los miembros de la familia de TGF-p, la unién del ligando induce la
formacion de un complejo heterotetramero con actividad serina/treonina cinasa. Los
receptores asi activados fosforilan miembros de la familia de factores de transcripcion
llamados SMAD s, que se translocan al nucleo, y estimulan la transcripcién de genes
(Lewin, 2001; Massagué, 1998) (figura 4C).

Por su parte, los miembros de la familia de TNF unen y trimerizan receptores
desprovistos de actividad cinasa. Muchos de estos receptores tienen dominios
conservados en su parte intracelular designados como dominios de muerte, estos
dominios median el contacto con moléculas adaptadoras que unen a componentes de la
cascada proteolitica que conduce a la apoptosis (Nagata, 1999; Locksley, 2001) (figura
4D).

En general, las citocinas influyen en las actividades de las células hematopoyéticas
de todos los compartimentos. Algunas citocinas tienen un efecto relativamente especifico
sobre un linaje, mientras que otras tienen un amplio espectro de accion. Por ejemplo, la

administracion in vivo de G-CSF, Epo o Tpo, tiene efectos relativamente especificos en las
12



producciéon de granulocitos, eritrocitos o plaquetas, respectivamente (Socolovky et al,
1998). Contrariamente, GM-CSF, IL-3 y SCF; actian sobre progenitores de varios linajes,
incluyendo células primitivas (Barreda et al, 2004; Broudy, 1997). Asimismo, la
combinacion de dos o mas factores pueden tener un efecto sinergistico, tanto en el
reclutamiento de precursores adicionales o en el aumento en el potencial de proliferacion
de células en division. Por ejemplo, SCF en combinacién con un niumero de citocinas que
incluyen Epo, G-CSF, M-CSF, GM-CSF, IL-3 o IL-6; amplifica fuertemente el numero de
células presentes en las colonias de linaje especificas para estas citocinas (Metcalf, 1991).
Finalmente, aunque los progenitores comprometidos parecen responder eficientemente a
factores de crecimiento de linaje especifico, los progenitores mas primitivos requieren la

combinacion de estimulos (Broudy, 1997).
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FIGURA 4. CITOCINAS: Receptores, transduccion de seiiales y activacion transcripcional. (Tomado de Heldin, 2001)
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Quimiocinas

Las quimiocinas son una familia de proteinas de entre 8 y 12 kDa, que fueron
primeramente nombradas por su capacidad de actuar como citocinas quimiotacticas de
células sanguineas maduras. Sin embrago, han sido implicadas en otros procesos
biolégicos como la hematopoyesis, la angiogenesis y la metastasis (Baggiolini, 1998;
Rollins, 1997).

Actualmente, se conocen mas de 50 quimiocinas, clasificadas en cuatro subgrupos,
distinguidos por la posicion del aminoacido cisteina (C) en la porcién amino terminal de la
molecula. El principal subgrupo de las quimiocinas es nombrado CXC, debido a que las
dos cisteinas estan separadas por un solo aminoacido, contrario al subgrupo (CC) donde
las cisteinas son adyacentes. Ademas, ha sido identificada una quimiocina para un
subgrupo C y otra para un subgrupo CX;C (Rollins, 1997). Las quimiocinas, unen a
receptores transmembranales acoplados a proteinas G. Se han identificado, diez
receptores para quimiocinas CC designados CCR1 a CCR10, cinco receptores para
quimiocinas CXC designados CXCR1 a CXCRS5, un receptor para la quimiocina C (XCR1),
y un receptor para la quimiocina CX3C (CX3CR1) (Power, 2003; Nelson y Krensky, 2001).

Los estudios in vivo e in vitro siguieren que el sistema de quimiocinas es altamente
redundante. Puesto que la mayoria de las quimiocinas unen a mas de un receptor, y la
mayoria de receptores unen a multiples quimiocinas. Ademas, varias quimiocinas también
son redundantes en sus acciones (Power, 2003).

En la hematopoyesis, las quimiocinas modulan el homing y el trafico de células tallo
y progenitoras, ademas, pueden afectar de manera negativa o positiva su proliferacion.
Por ejemplo, la quimiocina SDF-1, es esencial para el trafico de células hematopoyéticas
en el desarrollo embrionario, mediar el homing de las CTH s y progenitores a la médula
0sea después de transplante (Smith, 2003). La inhibicion de la hematopoyesis por
quimiocinas, se ha reportado principalmente en progenitores mieloides estimulados a
proliferar in vitro, al adicionarse la quimiocina en combinacion con factores de crecimiento,
como eritropoyetina, IL-3, GM-CSF y SCF. Algunas quimiocinas de los subgrupos CXC y
CC, pueden suprimir, estimular o no presentar efectos en la hematopoyesis. Mientras, que
la limfotactina (Unico miembro del subgrupo C) presenta un efecto supresor y la
fractalkina/neuractina (unico miembro de CX3C) no presenta actividad supresora
(Broxmeyer y Kim, 1999).
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Componentes de la matriz extracelular

Las moléculas de la matriz extracelular (MEC) son otros importantes reguladores de
la hematopoyesis. Las células tallo y progenitores, unen estrechamente a heparan sulfato,
colageno, laminina, trombospodina-1, fibronectina y otras moléculas de la MEC. Estas
moléculas, proveen un soporte (andamio) para la co-localizacién de progenitores, CTH s, y
un amplio numero de reguladores de crecimiento. Ademas, las moléculas de la MEC y los
componentes estromales pueden directamente activar el crecimiento, proteger de
apoptosis, o modular repuestas de reguladores positivos o negativos, en progenitores y
CTH s (Verfallie et al, 1994; Papayannopoulou y Craddock, 1997).

Las moléculas de adhesién en la superficie de CTH s y progenitores, que median la
union a los componentes de MEC incluyen integrinas, selectinas y mucinas (Simmons et
al, 1997). La interaccion de las células con estos elementos dispara una variedad de
trayectorias de sefalizacion, y pueden llevar a cambios en iones intracelulares como
protones, calcio, asi como la GTPasa pequefia Rho y mediadores lipidicos tales como
metabolitos de diacilglicerol, fosfatidil inisitol y acido araquiddnico. La adhesién puede
también regular la expresién de genes de repuesta temprana, como c-fos y eventos clave
del ciclo celular, como la actividad cinasa de los complejos de ciclina y fosforilacion de la
proteina del retinoblastoma (Rb). Ademas, la adhesién celular puede potenciar la
respuesta a factores de crecimiento, mediante la modulacién de los componentes rio abajo
de la sefalizacion, como PI 3 cinasa, AKT y p70rsk (Whettom y Spooncer, 1998; Smith,
2003).
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Alteraciones en la regulacion de la hematopoyesis

La interaccion ligando-receptor resulta en la activacion de trayectorias de sefiales
bioquimicas. Estas trayectorias culminan en la activacion de factores de transcripcion y la
consecuente expresion de los productos proteicos de genes especificos, que mantienen la
sobrevivencia, disparan la proliferacion o promueven la diferenciacion hacia células
sanguineas maduras. Sin embargo, la regulaciéon de la hematopoyesis puede presentar
alteraciones en las diferentes fases, que resulten en modificaciones cuantitativas y
funcionales en las poblaciones de células hematopoyéticas.

Alteraciones como mutaciones, translocaciones o la inversion de genes, de los
cuales sus productos regulan la proliferacion, diferenciaciéon o la sobrevivencia celular,
resulta en la generacion de moléculas de sefializacién anormales o un incremento en la
expresion de proteinas reguladoras. Estos genes anormales son referidos como
oncogenes, y sus contrapartes normales son referidos como proto-oncogenes. Los
oncogenes contribuyen a la transformacién maligna promoviendo una proliferaciéon
descontrolada, bloqueo en la diferenciacién normal o la prevencién de la apoptosis. En
contraste a los oncogenes, los genes supresores de tumor (o anti-oncogenes) codifican a
proteinas que regulan negativamente la proliferacion. La inactivaciéon funcional de ambas
copias de un gene supresor de tumor por pérdida o mutacién, es comunmente requerida
para promover la transformaciéon maligna. Entonces, los genes supresores de tumor son
genéticamente recesivos en la transformacion, mientras que los oncogenes son
dominantes (Sawyers, 1999; Wickremasinghe y Hoffbrand, 2000; Ortega et al, 2002).

Las alteraciones en células hematopoyéticas progenitoras llevan a enfermedades
hematoldgicas como las leucemias. Las leucemias se caracterizan por un incremento
excesivo en el nimero de células hematopoyéticas presentes tanto en médula 6sea como
en sangre periférica, como resultado de una proliferacién desregulada y sin sentido de
clones derivados de la transformacion de células seminales o progenitoras. Las células
leucémicas no son capaces de diferenciarse completamente o de funcionar
adecuadamente, debido a que los mecanismos que controlan la proliferacién y/o
diferenciacion se ven afectados, lo cual les confiere ventajas de crecimiento sobre las

células que participan en la hematopoyesis normal (Jandl, 1991; Cousar, 1999).
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2.2. ACTIVIDADES BIOLOGICAS DE LAS CASEINAS

Propiedades generales

La leche y los productos lacteos son componentes importantes en la dieta humana.
A nivel mundial, contribuyen con cerca del 4% de la energia total, y en algunas zonas
geograficas como Norte América, Australia y Europa su contribuciéon es hasta del 10%
(FAO 1995-1999). Aunque existe una considerable variacion geografica con la de otras
especies, la leche de vaca es la mas frecuentemente consumida (Kon, 1977). La leche
bovina esta constituida por 3.6% de proteinas, 4.1% de grasas, 5.0% de carbohidratos,
menos del 1% de vitaminas y minerales y 86.6% de agua (tabla 3). De la fraccion proteica,
compuesta por «-lactalbumina, B-lactoglobulina y caseina, esta ultima es el principal
componente (80%). La caseina se encuentra en forma de micelas, conformada por cuatro
clases de cadenas polipeptidicas designadas a-s1, a-s2, B- Y k-caseina (tabla 3), ademas la

caseina puede ser diluida en un alcali para producir caseinatos (Walstra y Jenneis, 1984).

Actividades Biologicas

Las proteinas de la leche, ademas de tener una importante funcién nutricional
proporcionando aminoacidos (Koletzko et al, 1998), diversos estudios les atribuyen
funciones fisiol6gicas mas especificas. Recientemente, se encontrdé que la a-lactalbamina,
ademas de ser la subunidad B de la lactosa sintetasa -la enzima que cataliza la adicién de
galactosa a la glucosa para producir lactosa- (Brodbeck et al, 1966), puede inducir
apoptosis en células tumorales (Permyakov y Berliner, 2000). Aunque la funcién biolégica
de la B-lactoglobulina no ha sido claramente resuelta, la B-lactoglobulina une acidos
grasos y retinol in vitro, ademas puede aumentar la toma de retinol en el intestino, por lo
que se sugiere, esté involucrada el transporte de retinol y en el metabolismo de los acidos
grasos en el recién nacido (Perez y Calvo, 1995; Futterman et al, 1972). Con respecto a la
caseina, los estudios revelan que tienen una variedad de actividades, la mayoria sobre
células hematopoyéticas maduras.

Desde hace ya varias décadas se conoce que en ratones, la privacion de proteinas
en su dieta dana la hematopoyesis, y ésta es restaurada al ser alimentados con una dieta
rica en proteinas como la caseina (Aschkenasy, 1968, Aschkenasy, 1971). Estudios

similares a los de Aschkenasy fueron realizados durante la década pasada por Okano M,
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quien observd que en los ratones alimentados con caseina, la restauraciéon de la
eritropoyesis es provocado por un aumento en las concentraciones de eritropoyetina
(Okano et al, 1992), sin embargo, también reporta que el incremento en los niveles de
eritropoyetina, no esta asociada so6lo al incremento en los niveles de aminoéacidos
proporcionados por la caseina, y entre sus propuesta sefiala que alguna proteina
parcialmente digerida o un aminoacido especifico pueda ser responsable de Ia
restauracion de la eritropoyesis (Okano, 1992).

Asimismo, la caseina y su sal el caseinato de sodio (CasNa) al ser inyectados
intraperitonealmente en ratones, favorecen la migraciéon de neutréfilos y posteriormente de
macrofagos (Lotem y Sachs, 1985; Pasotti et al, 1993; Metcalf et al, 1996), ademas del
efecto quimiotactico, existe actividad estimuladora de colonias para granulocitos y para
macréfagos, en el suero y en el exudado de la cavidad peritoneal de los ratones
inyectados (Lotem y Sachs, 1985). Los ratones también adquieren resistencia a la
infeccion bacteriana, misma que es explicada por la reaccion inflamatoria y el incremento
de G-CSF (Noursadeghi et al, 2002; Metcalf et al, 1996)

La actividad en células hematopoyéticas de las caseinas y el CasNa ha sido
también evaluada in vitro. La p-caseina aumenta la produccion del anién superdxido por
neutréfilos y la respuesta proliferativa de linfocitos (Wong et al, 1996). La a-caseina
hidrolizada por Lactobacillus rhamnosus (una bacteria que promueve la degradacion de
proteinas en el intestino) disminuye la produccion de IL-2 en linfocitos T activados (Pessi
et al, 2001). Ademas, resultados del laboratorio sefialan, que células en banda de médula
6sea aceleran su diferenciacién a neutréfilos segmentados en presencia de CasNa
(Bautista, 1998). Las actividades mencionadas de las caseinas o sus derivados, pueden
ser explicadas por la presencia de algun tipo de receptor en las células hematopoyéticas,
puesto que, empleando caseina fluorescente y la técnica de citometria de flujo proponen la
existencia de receptores especificos para caseina en neutréfilos y monocitos (Lewis y Van
Epps, 1983). Finalmente, hay indicios de actividad antitumoral in vivo de la caseina, ratas
alimentadas con una dieta rica en caseina tienen una notable disminuciéon de la
carcindgesis de colon inducida con azoximetano, al compararlas con ratas con una dieta

baja en caseina (Tatsuta et al, 1992).
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FRACCION PROTEICA (3.6%)

% DEL TOTAL DE LA FRACCION

CASEINAS 80
ALFA S1 34
ALFA S2 8
BETA 25
KAPPA 9
LAMBDA 4
PROTEINAS DEL SUERO 20
ALFA-LACTALBUMINA 4
BETA-LACTOGLOBULINA 9
INMUNOGLOBULINAS 1
PROTEASAS-PEPTONAS 2
GRASAS (4.1%) % DEL TOTAL DE LA FRACCION
TRIGLICERIDOS 95-96
DIGLICERIDOS 1.26-1.59
MONOGLICERIDOS 0.016-0.038
GLICERIDOS CETO-ACIDOS 0.85-1.28
GLICERIDOS HIDROXI-ACIDOS 0.60-0.78
ACIDOS GRASOS LIBRES 0.10-0.44
FOSFOLIPIDOS 0.80-1.00
ESFINGOLIPIDOS 0.06
ESTEROLES 0.22-0.41
COLESTEROL 0.419
ESCUALENO 0.007
CAROTENOIDES <0.001
VITAMINAS (<1%) mg/100 mL
LIPOSOLUBLES
A 0.08
B 0.00006
E 0.1
K 0.0005
HODROSOLUBLES
B1 (TIAMINA) 0.05
B2 (RIBOFLAVINA) 0.17
B6 (PIRODOXINA) 0.06
B12 (CIANOCOBALAMINA) 0.00045
BIOTINA 0.003
NIACINA 0.1
AC. PANTOTENICO 0.35
AC. FOLICO 0.006
c 2.1
MINERALES (<1%) mg/100 mL
CALCIO 130
POTASIO 140
MAGNESIO 60
CLORO 12
FOSFORO 119
AZUFRE 30
CARBOHIDRATOS (5%)
AGUA (86.6%)

Tabla 3. Composicion de la leche bovina.
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2.3. PEPTIDOS BIOACTIVOS DERIVADOS DE LAS CASEINAS

En la estructura primaria de varias proteinas, han sido identificados una gran
cantidad de péptidos bioactivos. Los péptidos, inactivos dentro de la secuencia de la
proteina madre, pueden ser liberados por protedlisis enzimatica y tener actividades tanto
in vivo como in vitro (Jinsmaa y Yoshikawa, 1999). En particular, los péptidos derivados de
las caseinas tienen propiedades antihipertensivas, antitromboéticas, inmunomoduladoras,
antimicrobiales, antitumorales y agonistas o antagonistas opioide (Meisel y Bockelmann,
1999) (tabla 4).

Actividades Generales

La actividad antihipertensiva de péptidos originados de la o- y B-caseina se ha
reportado in vivo e in vitro, y se propone esté relacionada con la inhibicién competitiva de
la enzima convertidora de angiotensina 1 (ACE 1), la cual cataliza tanto la produccién del
vasoconstrictor angiotensina Il y la inactivacion del vasodilatador bradikinina (revisado en
Yamamoto, 1997, Meisel y Schlimme, 1994).

Los péptidos antitromboticos derivados de la k-caseina llamados casoplateinas, son
inhibidores de la agregacion de plaquetas, se ha propuesto que esta accidn es por su
analogia estructural con la cadena y del fibrin6geno y entrar en competencia con los
receptores en las plaquetas, inhibiendo de esta forma su agregacién (Jolles et al, 1986).

Un fragmento 165-203 (f165-203) de la a-caseina tiene propiedades antibacteriales
y es conocido como casocidina-1. La casocidina-1 inhibe el crecimiento de E coliy S
camnosus, su actividad parece estar correlacionada su carga neta positiva (Zucht et al,
1995), puesto que péptidos catidbnicos matan a los microorganismos sensibles
incrementando la permeabilidad de la membrana (Meisel, 1997).

Por otro lado, el papel antitumoral del f90-95 (90-95 a-casomorfina) de la a-caseina,
del f60-64 (1-5 B-casomorfina) y del f60-66 (1-7 B-casomorfina) de la B-caseina ha sido
mostrada in vitro al disminuir la proliferacién de lineas celulares de cancer de seno (T47D,
LNCaP) y prostata (DU145 y PC3). En la accién antitumoral los receptores opioides juegan
un papel fundamental (Kampa et al, 1996, Hatzoglou et al, 1996).
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La caracteristica estructural comun entre los ligandos opioides enddgenos
(endorfinas) y varios péptidos derivados de las caseinas, es la presencia de un residuo de
tirosina en el amino terminal (excepto péptidos de a-caseina) y la presencia de otro
residuo aromatico (fenilalanina o tirosina) en la tercera o cuarta posiciéon. Se piensa que al
igual que en las endorfinas, este dominio sea importante en la uniéon de los péptidos al
receptor opioide. Ademas de su semejanza estructural, la actividad de los péptidos queda
anulada por antagonistas especificos de receptores opidceos como naloxone, por lo es
aceptado que éstos péptidos actuan via receptores opioides (Hatzoglou et al, 2000; Blass
y Blom, 1996). Asi, estos péptidos exégenos con actividad parecida a endorfinas
provenientes principalmente de la - y a-caseina, se les llama cominmente casomorfinas.
Sin embargo, la actividad no solo es agonista, algunos reportes indican una accién de tipo
antagonista opioide de péptidos derivados de k-caseina (caxosinas) y a-caseina (Meisel,
1997; Chiba, 1989).

Actividad en leucocitos

La actividad de los péptidos generados de las caseinas ha sido demostrada en
celulas hematopoyéticas maduras. Un péptido derivado de la a-caseina (f194-199) y dos
de la pB-caseina (f63-68, f191-193) estimulan la fagocitosis de eritrocitos de carnero por
macrofagos murinos (Migliore-Samour y Jolles, 1988; Parker et al, 1984) y ejercen un
efecto protectivo contra la infeccion de Klebsiella pneumoniae (Berthou et al, 1987),
ademas, el 193-209 incrementa la presencia del complejo mayor de histocompatibilidad
clase 1 y la actividad fagocitica de macréfagos (Sandré et al, 2001). Asimismo, la
estimulacion de la proliferacion de linfocitos de sangre periférica (LSP) es incrementada o
disminuida por la 1-7 B-casomorfina y el {192-202 (B-casokinina10) de la B-caseina (Elitsur
et al, 1991; Kayser y Meisel, 1996). En lo que respecta a neutréfilos, éstos se ven
afectados por los péptidos en algunas de sus funciones basicas, como la produccion de
radicales libres de oxigeno y del anién superéxido (Rabgaoui et al, 1994).

Los mecanismos por los cuales los péptidos ejercen su actividad en ceélulas
hematopoyéticas no esta bien definido, sin embargo, los resultados obtenidos con los
linfocitos sugieren que los péptidos pueden actuar via receptores opioides, sumado a esto,

son conocidas las relaciones entre el sistema inmune y péptidos opioides, puesto que
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receptores opioides estan presentes en linfocitos, macréfagos y neutréfilos (McCarthy et

al, 2001), y ademas, estas células producen ligandos opioides endégenos (Rittner et al,

2001).
Secuencia T Mecanismo
e Fragmen %
peptidica g to Nombre Funcién biolégica de sccbis
a-caseina
RYLGYLE 90-96 90-96 w-casomorfina :E:,ilz?aiz;d"eracm” de celulas Receptores opioides
Inhibe proliferacién de células =
RYLGYL 90-95 90-95 u-casomorfina tumorales Receptores opioides
FFVAP 23-27 as1-casokinina-5 Antihipertensivo Inhibidor de angiotensina
FPEVFGK 28-34 as1-casokinina-7 Antihipertensivo Inhibidor de angiotensina
TTMPLW 194-199 as1-casokinina-6 Antihipertensivo Inhibidor de angiotensina
3 Inhibe proliferacién de celulas L
YVPXP 158-162 as1-casomorfina tumorales Receptores opioides
B-caseina
Proliferacién de linfocitos
’ y Hipoalgesia en ratas Receptores opioides
YPERGH b0-a6 1-7 p-casomorfing | | ke proliferacién de células
tumorales
Inhibe proliferacion de células i
YPFPG 60-64 1-5 B-casomorfina e’ i Receptores opioides
LLY 191-193 Inmunopéptido Activacion de macréfagos No se ha determinado
AVPYPQR 177-183 B-casokinina-7 Antihipertensivo Inhibidor de angiotensina
YQQPVLGPVR 193-202 B-casokinina-10 Proliferacion de linfocitos No se ha determinado
YQQPVLGPVRG . Incrementa la activacion .
PFPIIV 193-209 No se ha determinado microbicida de macréfagos No se ha determinado
k-caseina
SRYPSY 33-38 Casoxina-6 Antagonista opioide Receptores opioides
YIPIQYVLSR 25-34 Casoxina-C Antagonista opioide Receptores opioides
i 2 ; g Analogia estructural con el
MAIPPKKNQDK 106-116 Casoplateina Actividad antitrombética fibrinégeno

Tabla 4. Funciones bioldgicas de algunos péptidos derivados de a-, B- y x-caseina. (Tomado y

modificado de Meisel, 1997)
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Presencia fisiolégica

Durante la digestion de las caseinas enzimas proteoliticas liberan péptidos, y luego
otras peptidasas degradan estos péptidos en aminoacidos que son absorbidos por la
mucosa intestinal. No obstante, hay indicios de que algunos péptidos son resistentes a los
procesos de hidrolisis y pueden ser absorbidos. Por ejemplo, la 1-7 B-casomorfina fue
detectada en el intestino delgado después de la ingestion de leche en humanos adultos
(Svedberg et al, 1985), y un precursor estable de este mismos péptido (Val-1-7 p-
casomorfina) fue localizado en el intestino delgado y en la sangre de corderos después de
haberse suministrado de forma oral (Read et al, 1990), mas recientemente en un estudio
llevado por Chabance B, observé que en adultos humanos sanos, peptidos bioactivos son
liberados en el estomago durante la digestion de leche o yogurt, y aunque el nimero y
tamano de estos péptidos disminuye entre el estbmago y el duodeno, dos péptidos (uno
derivado de la a-s1, y otro de la k-caseina) con actividad biolégica potencial pasaron a la
sangre (Chabance et al, 1998); ademas estudios in vitro han revelado que enzimas
gastrointestinales tienen la capacidad de generar varios péptidos de la p-caseina con
actividad opioide (Jinsmaa y Yoshikawa, 1999). Por lo tanto, se propone que algunos
fragmentos de las caseinas sean parcialmente resistentes, y absorbidos en cantidades
fisiologicamente activas, ejerciendo un efecto a nivel local en el tubo digestivo o bien a
distancia una vez que han ingresado en el sistema circulatorio (Meisel, 1997,
Teschemacher, 1997). A pesar de que los mecanismos de su absorcibn son poco
conocidos y representan una fase clave en la comprensién de su papel fisiolégico, los
péptidos funcionales son pequefos, en general contienen entre 3 y 10 aminoacidos y
sumado al hecho de que son hidrofébicos puede explicar su absorcién (figura 5).

De forma analoga a lo que sucede durante la digestion, en los productos
comerciales derivados de la leche (quesos, yogurts, cremas, etc..), se han encontrado
péptidos bioactivos, generados por enzimas de bacterias lacticas (Muehlenkamp vy
Warthesen, 1996). En México el grupo del Dr. Hernandez Sanchez del Instituto Politécnico
Nacional se ha dedicado a analizar diversos productos lacteos para identificar péptidos de
las caseinas que ya se conoce tienen actividad biolégica (Hernandez et al, 1999). Asi,
cuando consumimos productos lacteos fermentados los péptidos bioactivos pueden

formarse durante el proceso de fermentacion y/o durante la digestion (figura 5).
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posibilidad de ser absorbidos actuando a absorbidos

distancia en el organismo

Figura 5. Formacion y accion péptidos biolégicamente activos. Durante la
fermentacion de los productos lacteos y durante la digestion de las proteinas, enzimas
proteoliticas liberan péptidos bioldgicamente activos, éstos pueden ser absorbidos y pasan al
torrente sanguineo y asi presentar actividades semejantes a hormonas.
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2.4. CELULAS HEMATOPOYETICAS Y PEPTIDOS OPIOIDES

Los péptidos opioides son una familia de neuromoduladores endégenos. Los
primeros miembros de esta familia caracterizados fueron la Met- y Leu-encefalina, aisladas
del cerebro donde es mas abundante. Actualmente, mas de 20 péptidos han sido
identificados del cerebro, hipdfisis y glandulas suprarrenales. Estos péptidos tienen una
secuencia amino terminal comun (NH2-Tyr-Gly-Gly-Phe-Met/Leu) y derivan del
rompimiento de grandes proteinas precursoras traducidas por tres diferentes genes,
llamadas prepro-opiomelanocortina, preproencefalina y prodinorfina. Su distribucion
anatomica a sido ampliamente estudiada y sus funciones fisiolégicas estan relacionadas
(Danielson y Dores, 1999).

Los péptidos opioides estan involucrados en numerosos procesos fisiolégicos que
incluyen el control del dolor, respuesta al estrés, locomociéon, conocimiento, vy
generalmente actuan a lo largo de vias neurales. Este grupo de péptidos también modulan
la fisiologia neuroendécrina, y controlan funciones auténomas como la respiracion, presion
sanguinea, termorregulacion y motilidad gastrointestinal (Ping-Yee y Horace, 1999).

Los efectos biolégicos de los péptidos opioides, es a través de tres clases de
receptores de membrana designados p, 8 y k. Los receptores opioides son también blanco
de moléculas no peptidicas exdgenas como la morfina, provocando fuertes acciones
psicotropicas y analgésicas (Gavériaux et al, 1995; Loh y Smith, 1990). Las drogas
opioides producen sus efectos analgésicos y acciones adictivas mimetizando a los
peptidos enddgenos, y esto conduce a una sobre-activacion de los receptores interfiriendo
con el fino control del sistema fisiolégico siendo responsable de sus efectos colaterales
(Kieffer, 1995).

Las evidencias del papel de péptidos opioides en la modulacién del sistema
hematopoyético se han incrementado en los Ultimos afios, los reportes describen efectos
supresivos o estimuladores en modelos tanto in vivo como in vitro (Boranic et al, 1997;
Makman M et al, 1995). Paralelo a esto se ha demostrado la existencia de receptores
opioides en células hematopoyéticas maduras, inicialmente se observaron por la unién de
ligandos sintéticos especificos, detectandose el receptor 8 en linfocitos y leucocitos de
sangre periférica (Carr et al, 1988; Sharp et al, 2001) y el receptor « el la linea monocitica
P-388 (Carr et al, 1991). La reciente clonacién del receptor opioide 8 en una linea celular

de neuroblastoma de ratén y la identificacion de los homologos 8 y k del cerebro de
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roedores, han otorgado herramientas moleculares (RT-PCR) para probar la existencia de
los receptores opioides en el sistema hematopoyético, y se ha concluido que a pesar de
que no estan distribuidas ampliamente, el receptor u se encuentra en monocitos y
linfocitos de sangre periférica, mientras que el receptor & se expresa en algunas lineas de
células T (MOLT-4, CEM, HSB2) y de monocitos (U937) (Gavériaux et al, 1995).

Los receptores opioides presentes en las células hematopoyéticas son funcionales,
existen multiples reportes de los efectos de ligandos opioides sobre células maduras y en
lineas celulares (Roy et al, 1996; Kavelaars et al, 1991; Chiappelli et al, 1992). Con
respecto a células hematopoyéticas progenitoras, se ha observado un aumento en el
numero y tamarno de colonias en cultivos de médula 6sea en presencia de M-CSF y GM-
CSF en combinacion con B-endorfina (Hagi et al 1995), o Met-encefalina (Krizanac-Bengez
et al, 1995), efecto bloqueado por el antagonista opioide naloxone. Estos datos han
sugerido que los ligandos y receptores opioides tienen una fuerte participaciéon en la
hematopoyesis (McCarthy et al, 2001; Rittner et al, 2001; Golub et al, 1988).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La hematopoyesis involucra la proliferacién, sobrevivencia y diferenciacion de
células progenitoras hematopoyéticas (Metcalf, 1999), eventos regulados principalmente
por interleucinas y factores de crecimiento hematopoyético (Barreda et al, 2004), sin
embargo, estos eventos también pueden ser afectados por otros factores o factores
exégenos. De particular interés son las caseinas y algunos péptidos obtenidos de su
secuencia primaria, que ademas de tener un importante valor nutricional, sus actividades
biolégicas incluyen a células hematopoyéticas maduras. Pero, aunque se ha determinado
que el CasNa, las caseinas y algunas casomorfinas incrementan o disminuyen la actividad
de neutréfilos, macréfagos y linfocitos (Pessi et al, 2001; Meisel et al, 1997; Wong et al,
1996), no se conoce su papel en la hematopoyesis. Recientemente en el laboratorio, se
determind que el CasNa acelera la maduracién de células en banda a neutréfilos
segmentados y estimula |la secrecién de M-CSF (Bautista, 1998), una citocina implicada en
la generacion y funcion de macrofagos. Estos antecedentes nos indicaron que no sélo
celulas hematopoyéticas maduras pueden responden al CasNa y a las caseinas, por lo
que, se abre la posibilidad de que células mas primitivas involucradas directamente en la
hematopoyesis también sean blanco de estas moléculas.

Con el propésito de determinar el papel de el CasNa, las caseina y casomorfinas en
la hematopoyesis, en el presente trabajo estudiamos sus efectos en la proliferacion, la
viabilidad y la diferenciacién de células hematopoyéticas progenitoras, para lo cual
empleamos como modelo a la linea celular mieloide 32D.

Asimismo se ha reportado, que en ratas alimentadas con una dieta a base de
caseina se disminuye la carcinogenesis de colon inducida con azoximetano (Tatsuta et al,
1992), y que las casomorfinas inhiben la proliferacién de lineas celulares de cancer de
seno y préstata (Kampa et al, 1996, Hatzoglou et al 1996), por lo tanto, para explorar un
potencial uso terapéutico en células hematopoyéticas transformadas, determinamos los
efectos de los compuestos en la linea celular de leucemia mielomonocitica WEHI-3.

Otro aspecto abordado en el trabajo, es el proponer un mecanismo de accién de los
compuestos en las células en estudio. Conociendo que los péptidos empleados actian
mediante receptores opioides (Hatzoglou et al, 2000) e incluso se ha propuesto que la -

caseina también utiliza esa via (Wong et al, 1996), una primera opcion fue determinar si el
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CasNa, las caseinas o las casomorfinas, en las células en estudio actian mediante
receptores opioides, para ello empleamos el antagonista opioide Naloxone. Por dltimo,
también se ha reportado que la caseina y el CasNa induce la produccién de G-CSF y M-
CSF, por lo que determinamos mediante ensayos de colonias en agar, el uso de
anticuerpo y ensayos de RT-PCR, la produccién y participacion de algun factor de

crecimiento hematopoyético en la proliferacién de las células 32D tratadas con CasNa.
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4. OBJETIVOS GENERALES

1) Evaluar si el CasNa, la a-, B- y x-caseina, asi como la 90-95 a-casomorfina, 1-5
B-casomorfina y 1-7 p-casomorfina alteran la proliferacion e inducen diferenciacién
de la linea celular mieloide multipotencial 32D y de la linea de leucemia

mielomonicitica WEHI-3

2) Evaluar si el efecto de los derivados de la caseina y de las casomorfinas en las

células hematopoyéticas en estudio es mediado por receptores opioides

3) Evaluar la posible intervencién de algun factor de crecimiento hematopoyético

(FCH) en los efectos observados en las células utilizadas
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5. MATERIALES Y METODO
5.1. LINEAS CELULARES

La linea mieloide multipotencial 32D dependiente de IL-3 fue donada por la Dra. T. Hoang
(Laboratory of Hemopoiesis and Leukemia, Montreal, Canada), y la linea de leucemia
mielomonocitica de raton WEHI-3 fue adquirida en la ATCC (American Type Culture
Collection, TIB-68), ambas se cultivaron en una atmésfera al 5% de CO; y 37 C en IMDM
(Medio Iscove s Modified Dulbecco s, Gibco BRL NY, USA) suplementado con 10% de
suero fetal bovino (SFB, HyClone UTA, USA) previamente inactivado a 56 C.

La linea 32D fue mantenida en cultivo a una densidad inicial de 1x10° células/mL y
resembrada cada 48 horas en cajas Petri (Fisher Brand, Denmark), ademas, se
adicionaron 0.5 ng/mL de rmIL-3 (R&D System, Minneapolis, USA). La concentracion de
rmIL-3 empleada fue obtenida después de realizar una curva dosis respuesta de la
proliferacion con las células 32D. Por otro lado, la linea WEHI-3 fue mantenida en cultivo a
una densidad inicial de 3x10* células/mL y resembrada cada 48 horas adicionando p-

mercaptoetanol (0.05mM).

5.2. CITOCINAS Y ANTICUERPOS

La interleucina-3 recombinante de raton (rmlL-3), el factor estimulador de colonias de
macrofagos (rmM-CSF) y su anticuerpo (anti-rmM-CSF purified Goat IgG) y el factor
estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos (rmGM-CSF) fueron obtenidos de
R&D Systems, Minneapolis, USA. El anticuerpo secundario rabbit anti-Goat IgG HRP
conjugate fue adquirido de ZYMED, San Francisco CA, USA. El anticuerpo Anti-Fms
[(CSF-1 R) extracellular domian], su control de isotipo (Normal rabbir IgG) y el anticuerpo
secundario [Goat anti-rabbit 1gG (H+L), fluorescein conjugate] fueron obtenidos de
UPSTATE NY, USA. El anticuerpo FITC-conjugated rat anti-mouse Ly-6G and Ly-6C (Gr-
1) y su control de isotipo (FITC-conjugated rat 1gGa,x) fueron obtenidos de BD
Biosciences Pharmigen San Diego CA, USA.

5.3. CULTIVOS EN PRESENCIA DE CasNa, CASEINAS Y CASOMORFINAS
El CasNa (Difco Laboratories, Detroit, USA) las caseinas y las casomorfinas (SIGMA
Chemical St Louis MO USA) se solubilizaron en PBS (Amortiguador de fosfatos) y se
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esterilizaron por autoclave. El CasNa, la a-, B-, y k-caseina fueron preparados a una
concentracion de 1mg/10uL, mientras que la 1-5 B-casomorfina, la 1-7 B-casomorfina y la
90-95 a-casomorfina se prepararon a una concentracion de 50 mM, y se realizaron
diluciones en PBS para llegar a las concentraciones deseadas.

Para los ensayos, las células fueron cultivadas en placas de 96 pozos (Corning NY, USA)
a una densidad inicial de 2x10* y de 3x10°células/mL para las células 32D y para las
células WEHI 3 respectivamente, en las condiciones de cultivo ya descritas; al inicio del
cultivo se adicioné el CasNa, las caseinas o las casomorfinas. Todos los ensayos incluian
como control al vehiculo (PBS) y un control absoluto bajo las mismas condiciones, y al

menos que se indique otra cosa el tiempo de cultivo fue de 3 dias.

5.4. OBJETIVO 1

Proliferacion

Incorporacion de 3H-timidina: La cuantificacion de la incorporacion de 3H timidina
(Thymidine [MethyP-H)] K.R. AMTMANN DF, México) se emple6 para evaluar la
proliferacién celular. Brevemente, 16 horas antes del término de los cultivos se adicion6 1
uCi/pozo de 3H-timidina, y una vez concluido el cultivo, las placas fueron congeladas a -
70°C y descongeladas, nuevamente congeladas y descongeladas una vez mas, con el fin
de liberar nucleos y despegar la poblacién adherente. Posteriormente, las muestras fueron
cosechadas y colocadas en viales con 2 mL de liquido de centelleo (Beckman CA, USA), y
se procedié a la lectura en un contador de emisién beta (Beckman LS6500 CA, USA).

Viabilidad

Reduccion de MTT: La viabilidad fue evaluada determinando la actividad metabdlica
mediante la reduccidon de MTT. Brevemente, las células tratadas con el CasNa, las
caseinas o las casomorfinas fueron incubadas en la misma placa de cultivo con 20 pl de
MTT [bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazolo] (SIGMA Chemical St Louis
MO USA) diluido en PBS (5 mg/mL) durante 3 h. Las células vivas reductoras del MTT
fueron evaluadas en la propia placa con la ayuda de un microscopio invertido (SEDIVAL
Mod.56126 CA, USA).
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Diferenciacion

Diferenciacion morfolégica: La diferenciacion morfolégica se evalué después de realizar
un frotis sobre un portaobjetos; el frotis se dej6 secar, se cubri6 completamente con el
colorante Wright (HYCEL DE MEXICO, DF, México) por 6 minutos, posteriormente se
adicion6 un volumen igual de la solucion tampén y se dejo por 4 minutos mas, el lavado
se realizé con agua corriente. La identificacién de las células blasticas y las células con
cierto grado de diferenciacion de los linajes monocito-macréfago y granulocito-neutréfilo
fue realizada en base a su tamano, forma del nicleo y la proporcién nucleo-citoplasma
(Anexo 1).

Tinciones citoquimicas especificas: Para identificar con mayor precision los linajes
celulares, se realizaron técnicas de tincién citoquimica especificas para el linaje monocito-
macrofago (o-naftii acetato esterasa) y para el granulocito-neutrofilo (cloroacetato
esterasa) (Sun et al 1984, Li et al 1972).

Citometria de Flujo: Ademas se determin6é la diferenciacion por la aparicion o el
incremento de antigenos de superficie mediante citometria de flujo. De manera general,
una vez transcurrido el tiempo de cultivo se colectaron las células de cada tratamiento, el
boton fue lavado, y las células fueron incubadas por 30 minutos con la dilucién de cada
anticuerpo y posteriormente lavadas 2 veces. La cuantificacion fue realizada en un
citémetro de flujo (FACSCalibur). Para los lavados, diluir los anticuerpos y resuspender las
células para su lectura fue empleado PBS-SFB al 2%. Se evaluaron 10, 000 eventos y se
emplearon controles de isotipo.

Anti-Fms (CSF-1) extracellular domian (rabbit antisuerum): Este anticuerpo reconoce
al receptor del M-CSF presente en macréfagos y monocitos, se emple6 IgG de conejo
como control de isotipo y un anticuerpo secundario [goat anti-rabbit IgG fluorescein (FITC)
conjugate].

FITC-conjugated rat anti-mouse Ly-6G and Ly-6C (Gr-1): Este anticuerpo reconoce al
antigeno Gr-1 expresado en granulocitos (Hestdal et al, 1991; Tepper et al, 1992), se

empleo6 FITC-conjugated rat IgGzp,k como control de isotipo.
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5.5. OBJETIVO 2
Efecto del antagonista opioide Naloxone (NLX) en la proliferacion: Como primer paso

las células 32D vy las células WEHI-3 fueron cultivadas con un amplio rango de dosis de
NLX (0.01 a 1000 uM), y a las 72 horas de cultivo se evalué la proliferacion por conteo
directo con la ayuda de un hemocitometro para las células 32D y por la técnica de Cristal
Violeta (Gilles et al, 1986; Kueng W and Eppenberger, 1989) para las células WEHI-3. En
un segundo paso se empled un rango de dosis menor (16 a 500 uM) y se evalud la
proliferacién por incorporacion de 3H-timidina. Asi se obtuvieron las dosis para emplearse
en los ensayos de regresién (31.3 y 62.5 uM).

Regresion del efecto de CasNa, caseinas y casomorfinas en las células 32D y WEHI-
3 por el NLX: Las células fueron cultivadas el presencia de Naloxone (31.3 y 62.5 uM) y
se les adicion6 CasNa (0.1 y 0.5 mg/mL), a-, B-, y x-caseina (0.5 y 1 mg/mL) y 1-5 B-
casomorfina (500 pM) a las células 32D, y CasNa, o-, B-caseina (1 y 2 mg/mL), y k-
caseina (0.5 y 1 mg/mL) a las células WEHI-3. La proliferacion fue evaluada a las 72 horas

mediante la cuantificacion de la incorporaciéon de 3H-timidina.

5.6. OBJETIVO 3

Cinética de proliferacion: Las células 32D fueron cultivadas en placas de 96 pozos
(Corning NY, USA), a una densidad inicial de 2x10%*células/mL en las condiciones de
cultivo ya descritas y en presencia de 2 mg/mL de CasNa por 0, 1, 2, 3 y 4 dias; al término
de cada tiempo de cultivo de evalu6 la proliferacién y la viabilidad. Ademas, fueron

colectados los sobrenadantes de los cultivos almacenandolos a -70°C hasta su uso.

Actividad formadora de colonias de los sobrenadantes de los cultivos: La presencia
de algun factor estimulador de colonias en los sobrenadantes colectados, fue evaluada
mediante la formacién de colonias por el método de doble capa de agar, empleando
células de médula 6sea de raton (Pluznick y Sachs, 1966). Brevemente, la primera capa
contiene el sobrenadante a evaluar, suero de equino (SE), IMDM 1X, IMDM 2X y agar (30
mg/mL de H,0), 20% de cada uno. La segunda contiene 50% de IMDM 1X, 10% de SE,
20% de IMDM 2X, 20% de agar (18 mg/mL)y 100, 000 células de médula 6sea obtenidas

de fémures de ratones CD-1. Después de 7 dias de cultivo se evalia la actividad
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hematopoyética de los sobrenadantes por su capacidad para generar colonias (> 50
células).

Identificacion de las colonias generadas: La identificacion de las colonias generadas en
la doble capa de agar fue realizada de la siguiente manera, la capa superior de agar la
cual contiene las colonias, fue extraida de cada pozo con la ayuda de un papel filtro
cortado a la medida del pozo, ésta fue colocada sobre un porta objeto y se dejo secar por
24 horas para las tinciones respectivas. Para la identificacion morfologica, las colonias
fueron fijadas con metanol y tefiidas con Giemsa (SIGMA Chemical St Louis MO USA).
Para identificar con mayor precision los linajes celulares, se realizaron tinciones
citoquimicas para el linaje monocito-macrofago (a-naftii acetato esterasa) y para el

granulocito-neutréfilo (cloroacetato esterasa).

Inhibicion de la actividad formadora de colonias: Para inhibir la actividad formadora de
colonias en los ensayos de agar se emple6 el anticuerpo a-rmM-CSF (4 pg) adicionandolo
al inicio del cultivo, ademas se utilizaron como controles rmM-CSF (20 ng) y rmGM-CSF

(2.5 ng) en ausencia o presencia del anticuerpo.

Deteccion de M-CSF por ELISA en los sobrenadantes de los cultivos de 32D en
presencia de CasNa: El ensayo de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbet Assays) se
realizd en inmunoplacas (Corning NY, USA). Brevemente, en los pozos de las
inmunoplacas se adicioné 100 uL del sobrenadante a evaluar incubando 2 horas a 37°C y
a 4°C toda la noche, las placas fueron lavadas con 0.1 % de polyoxyethylenesorbitan
monolaurate (Tween 20) en PBS (Tween/PBS, solucién de lavado), se bloqueé llenando el
pozo con BSA al 2% en Tween/PBS (solucion de bloqueo) por 3 horas a 37°C. Después
de lavar fue adicionado el anticuerpo primario (goat-anti rmM-CSF) diluido (1:500) en la
solucién de bloqueo por 3 horas a 37°C se volvid a lavar, y fue adicionado el anticuerpo
secundario (rabbit anti-Goat IgG HRP conjugate) diluido (1:500) en la solucién de bloqueo
por 3 horas a 37°C, finalmente, fue adicionado el sustrato (OPD, o-phenylenediamina;
SIGMA Chemical, St Louis MO USA) diluido (0.5 mg/mL) en el amortiguado de citratos,
adicionando OzH; (1%) y el ensayo fue evaluado en un lector de placas (Tecan ) a 490

nM. El amortiguador de citratos se prepar6 segun la literatura (Coligan, et al 1992)
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Evaluacion de la presencia de ARNm para el M-CSF y su receptor (M-CSFR) por RT-
PCR. Extraccion de ARN: La extraccion se realizé con TRIZOL (Trizol reagent Invitrogen
Life Techonologies CA, USA). Brevemente, las células 32D (1X10°) fueron cultivadas en
presencia de CasNa 2mg/mL o PBS por 36, 48 y 60 horas para M-CSF o por 24 horas
para M-CSFR, en cajas Petri Fisherbrand en las condiciones de cultivo ya descritas.
Posteriormente, las células fueron lavadas con PBS, lisadas con 1 mL de TRIZOL y 200
uL de cloroformo, la fase acuosa se precipité con isopropanol y el boton fue resuspendido
en 15 pL de agua tratada con dietilpirocarbonato (H,O DEPEC). La cuantificacién fue
realizada a una longitud de onda de 260 nm después de calentar el ARN por 5 mina 65 C
y diluirlo 1:1000 en H,O DEPEC. La integridad del ARN obtenido fue comprobada
mediante el corrimiento de un gel de agarosa al 2% tefido con brumuro de etidio.

RT-PCR para detectar el ARNm de M-CSF y M-CSFR de raton: Para la
retrotranscripcién reversa ligada a la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) se
utilizé el kit de PERKIN ELMER (GeneAmp RNA PCR N808-0017, New Jersey USA). Los
oligonucleotidos utilizados en la PCR fueron los siguientes, para p-actina GGG TCA GAA
GGATTC CTATG y GGT CTC AAA CAT GAT CTG GG que da un producto de 250 pares
de bases (250 pb). Para el M-CSF y su receptor se emplearon los reportados por Raivich
G (Raivich, et al 1998) TCGACATGGCTGGGCTCCC y ATCAGGCTTGGTCACCACATC
para M-CSF que da un producto de 527pb, y para el M-CSFR fueron TTG TAC CGA GCT
TGA AGA CCC y AGC CTT GAG ACT GAG AGC CC que da un producto de 552 pb. Se
utilizé un termociclador marca GENIUS Techne Modelo-FGENOSTP. La RT duré 60 min a
42 Cy 10 min a 90 C. Para la PCR fueron 105 seg a 95 C, 35 ciclos de (15sega 95 Cy
30 seg a60 C)y 7 mina 72 C. El producto obtenido se visualizé en un gel de agarosa al

2% tenido con bromuro de etidio.

5.7. MANEJO Y PRESENTACION DE DATOS

Todos los experimentos fueron realizados cuando menos tres veces de manera
independiente. Los ensayos de Cristal Violeta e incorporacion de 3H timidina fueron
realizados por cuadriplicado, los ensayos de conteo directo y viabilidad fueron realizados
por triplicado, los ensayos de agar y las determinaciones morfolégicas y citoquimicas
fueron realizados por duplicado. Los datos de proliferacion y viabilidad son presentados

como porcentaje respecto al un control absoluto y se les realizé una prueba t de Student
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como porcentaje respecto al un control absoluto y se les realizé una prueba t de Student
(P < 0.05 y 0.01, respecto al cultivo con solo vehiculo) realizandose previamente una
prueba F para determinar si las varianzas son iguales o diferentes, se expresa la media y
su desviacion estandar. En las evaluaciones morfoldgicas y citoquimicas se contaron 200
celulas por preparacion, son expresadas con la media y su desviacion estandar y se les

realizé la prueba Mann-Whitney-Wilcoxon (P < 0.05).
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6. RESULTADOS

6.1. OBJETIVO 1. EVALUAR Si EL CasNa, LA a-, B- y x-CASEINA, ASi COMO LA 90-95
a-CASOMORFINA, 1-5 B-CASOMORFINA Y 1-7 B-CASOMORFINA ALTERAN LA
PROLIFERACION E INDUCEN DIRENCIACION DE LA LINEA MIELOIDE
MULTIPOTENCIAL 32D Y DE LA LINEA DE LEUCEMIA MIELOMONOCITICA WEHI-3
Proliferacion

Para analizar la proliferacion de las células 32D y WEHI-3 en presencia de el CasNa,
las caseinas y las casomorfinas, se realizaron ensayos dosis-respuesta por 72 horas de
cultivo determinando la sintesis de ADN, mediante la evaluacién de la incorporacion de 3H-
timidina.

En la linea celular progenitora mieloide 32D, el CasNa present6 el mayor efecto, ya
que a partir de 0.1 mg/mL reduce significativamente la proliferacion con respecto al control, y
con dosis mayores a 0.5 mg/mL la proliferacién es menor a 20%. Al igual que el CasNa, pero
en menor proporcion 0.1 mg/mL de B-caseina disminuye la proliferaciéon, pero son necesarios
2 mg/mL para reducirla en mas del 50%. Para el caso de a- y k-caseina, la reduccion fue
significativa a partir de 0.5 mg/mL y desde 1 mg/mL la proliferacion fue cercana al 50 %
(figura6y 7).

En lo que respecta a la linea de leucemia mielomonicitica WEHI-3, sélo a partir de 1
mg/mL, el CasNa, la a- y la B-caseina reducen significativamente la proliferacion.
Destacando que a diferencia de las células 32D unicamente con la dosis de 4mg/mL de
CasNa la proliferacion fue menor del 50%. Por su parte, k-caseina presentd el mayor efecto
en las células WEHI-3, disminuyendo significativamente la proliferacion a partir de 0.5
mg/mL, y con 1 mg/mL la proliferacion es de solo 27% y de 5% con 2 mg/mL (figura6y 7).

Para determinar la proliferacion de las células en presencia de las casomorfinas, se
realizaron ensayos con dosis desde 0.01uM hasta 500 uM para 90-95 a-casomorfina, y hasta
1000 puM para 1-5 y 1-7 B-casomorfina (figura 8). La 90-95 a-casomorfina no alterd
significativamente la proliferacion de las lineas celulares empleadas. La 1-5 p-casomorfina
afect6 a las células 32D reduciendo hasta en un 50% la proliferacién con 1000 pM. Mientras
que, la 1-7 B-casomorfina disminuyé significativamente la proliferacion de ambas lineas

celulares pero sélo con la dosis de 1000 M y la reduccién fue menor al 15%.
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Resultados Objetivo 1
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Figura 6. Proliferacion de las células 32D y WEHI-3 en presencia de CasNa y caseinas. Las células
32D y WEHI-3 fueron cultivadas por 72 horas con varias dosis (mg/mL) de CasNa y a-caseina. La
proliferaciéon fue evaluada por incorporacién de 3H-timidina. Diferencia significativa (AP< 0.05 y m P<
0.01) con respecto a 0 mg/mL. Se expresa la media y su desviacion estandar.
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Resultados Objetivo 1
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Figura 7. Proliferacion de células 32D y WEHI-3 en presencia de caseinas. Las células 32D y WEHI-3
fueron cultivadas por 72 horas con varias dosis de B- y k-caseina (mg/mL). La proliferacion fue evaluada
por incorporacion de 3H-timidina. Diferencia significativa (AP< 0.05 y m P< 0.01) con respecto a 0

mg/mL. Se expresa la media y su desviacion estandar.
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Figura 8. Proliferacion de las células 32D y WEHI 3 en presencia de casomorfinas. Las células
32D (A) y las células WEHI-3 (B) fueron cultivadas por 72 horas con varias dosis (uM) de 90-95 o-
casomorfina, 1-5 B-casomorfina y 1-7 B-casomorfina. La proliferacion fue evaluada por incorporacion de
3H-timidina. Diferencia significativa (AP< 0.05 y m P< 0.01) con respecto a 0 uM. Se expresa la media
y su desviacién estandar.
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Viabilidad

Para descartar que la reduccién en la proliferacion por los compuestos empleados sea
consecuencia de citotoxicidad, se evalu6é la actividad mitocondrial como parametro de
viabilidad.

En las células 32D, a partir de la dosis de 1 mg/mL de CasNa y de 2 mg/mL para las
caseinas, se disminuy6 significativamente la viabilidad, pero ésta siempre fue cercana o
mayor al 90%, a excepcién de la dosis de 4 mg/mL de B-caseina donde la viabilidad fue del
72% (figura 9). A diferencia de las células 32D, en las células WEHI-3 la viabilidad se vio
significativamente afectada con 2 mg/mL de CasNa y 1 mg/mL de las caseinas (figura 10),
aunque a estas dosis la viabilidad fue también cercana al 90%, sin embargo, con la dosis
mas alta (4 mg/mL) la viabilidad en las células WEH