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RESUMEN.

La hematopoyesis estd regulada por factores de crecimiento hematopoyético
(FCH) e interleucinas, todos miembros de la familia de citocinas. Sin embargo,
existen otras biomoléculas distintas a las citocinas que también modulan la
proliferacion y diferenciacion de las células hematopoyéticas. Recientemente
hemos mostrado que tanto el caseinato de sodio (CasNa) y sus subunidades alfa,
beta y kappa-(a, B y k-) caseinas pueden inhibir la proliferacion de la linea
celular normal hematopoyética multipotencial 32D y de una linea leucémica de
raton WEHI-3. También hemos demostrado que el CasNa inhibe la proliferacion
de las células 32D via la produccién de citocinas como el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-o). Sin embargo no conocemos si o, B y K-caseina comparten

la misma via.

En este trabajo se muestra que la o, B y k-caseina suprimen la proliferacion de
las lineas celulares 32D y WEHI-3, sin afectar su viabilidad: Solo detectamos
diferenciacion hacia el linaje macrofédgico en las células 32D. Por otro lado, a
través de ensayos ELISA, demostramos que sélo a-caseina induce la produccion
de TNF-a en la linea celular 32D mientras que no en WEHI-3. Encontramos que

la induccién de la produccion de TNF-o por ai-caseina es menor a la cantidad

obtenida con CasNa.

Finalmente, demostramos que el anticuerpo anti-TNF-o neutralizé el efecto
antiproliferativo de o-caseina en la linea celular 32D. Asi, nuestros datos
evidencian que la a-caseina puede inhibir la proliferacion de la linea celular 32D

via induccion de la produccion de TNF-o.



ABSTRACT.

Hematopoiesis is regulated by growth factors (HGF) and interleukins, all
member of the cytokine family. Nevertheless there are other biological molecules
different to cytokines that can also regulate the proliferation and differentiation
of hematopoietic cells. Recently we have shown that sodium caseinate (CasNa)
and their subunits the alpha (o), beta () and kappa (k)-caseins can also inhibit
the proliferation of a mouse normal myeloid cell line (32D) and of a leukemic
cell line (WEHI-3). We have also shown that CasNa inhibits the 32D cell
proliferation via the production of the tumor necrosis factor alpha (TNF-o).
Nevertheless we do not known if the o, B and K-caseins are also able to share this

same property.

In this work we show that the o, B and K-caseins suppress the proliferation of the
32D and WEHI-3 cell lines without affecting their viability. We detected
differentiation toward the macrophage lineage in 32D cell. On the other hand, by
ELISA assays, we demonstrated that only a-casein induce TNF-o production in

32D cell line while not on WEHI-3. We found that the induction of TNF-o

production by o-casein is less than the one obtained with CasNa.

Finally we show that the antibody against TNF-o neutralizes the «o-casein
antiproliferative effect in 32D cells. Thus our data point to the fact that the
a-casein can inhibit the 32D cell line proliferation via the induction of TNF-o

production.
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INTRODUCCION.

El sistema hematopoyético es uno de los mejores caracterizados, existe amplia
informacion en cuanto a la biologia de las células tallo y progenitoras, asi como
de las citocinas o factores de crecimiento hematopoyético (FCH) que regulan el
proceso de hematopoyesis (Broxmeyer and Kin, 1999; Bruno et al 2004; Metcalf,
2007a y b). Sin embargo, ademads de las citocinas existen biomoléculas de origen
y naturaleza distinta a las citocinas que también modulan la proliferacion y
diferenciacion de las células hematopoyéticas. Tales biomoléculas han sido poco
estudiadas, pero se ha descubierto que pueden tener un gran impacto en la terapia
de leucemias, de manera andloga al 4cido retinoico (ATRA) en el tratamiento de
la leucemia promielocitica aguda (Fenaux et al, 2001); tal es el caso de la

caseina, la principal proteina de la leche.

Durante mas de dos décadas, la atencién se ha centrado en analizar si las
proteinas de la leche como caseina, alpha-lactoalbimina, beta-lactoglobulina y
lactoferrina, tienen actividades bioldgicas adicionales a la nutricién (Lonnerdal,

2003).

A pesar de que no existen evidencias directas de la participacion de la caseina en
la hematopoyesis, desde hace algunos afios se ha sugerido la participacion de las
proteinas de la leche en procesos hematopoyéticos. Asi, ratones con una dieta
privada de proteinas pero suplementada con caseina, muestran recuperacion de
sus células hematopoyéticas (Aschkenasy 1971), mientras que el consumo de
caseina en ratones induce un aumento en los niveles de eritropoyetina
determinando asi la restauracion de la eritropoyesis (Okano et al, 1991). Por otro
lado, ratas alimentadas con caseina reducen el desarrollo de tumores de colon
inducidos por azoximetano, se ha sugerido que tal disminucién involucra al
sistema inmune (Tatsuta et al, 1992). Asimismo, la caseina, como agente
quimiotactico favorece la migracion de neutrofilos y posteriormente de
macréfagos a la cavidad peritoneal de ratén induciendo asi una respuesta

inflamatoria (Pasotti et al, 1993).



Por otro lado, se ha reportado un incremento de la concentracion de citocinas tipo
factor estimulador de colonias de macréfagos (M-CSF) y de granulocitos
(G-CSF), tanto en el suero como en el fluido de la cavidad peritoneal de ratones
inyectados con CasNa (Lotem et al, 1985). Por otro lado nuestro grupo de
laboratorio ha proporcionado evidencias de que la inyeccion de CasNa a la
cavidad peritoneal de raton favorece la acumulacion de granulocitos-neutrofilos y
de macréfagos, aunque sélo induce la producciéon de M-CSF en los granulocitos,
un factor que promueve la hematopoyesis (Santiago, 1994). Este conjunto de
datos sugiere que el CasNa tiene la capacidad para inducir la liberaciéon de

citocinas.

Otros datos de nuestro grupo de trabajo mostraron que el caseinato de sodio
(CasNa) también modula la hematopoyesis. Asi, la adicion de CasNa al cultivo
de células 32D, una linea dependiente de interleucina-3 (IL-3) y ampliamente
usada como modelo de estudio de la hematopoyesis “normal”, redujo la
multiplicacién celular en forma dosis-dependiente, a pesar de la presencia de
IL-3, ademds indujo su diferenciacién hacia el linaje monocito-macréfago
(Ramos et al, 2000), aunado a la induccion de la expresion del gen del M-CSF y
su receptor c-fms (Ramos et al, 2004). De igual manera se demostrd que los tres
tipos de caseinas de la leche (alpha, beta y kappa caseina), frenan la proliferacion
de las células hematopoyéticas normal 32D y leucémicas de raton WEHI-3
(Ramos et al, 2004), ademas en las células 32D inducen la expresion del gen de
M-CSF, c-fms, del receptor de GM-CSF pero no del ligando GM-CSF, y en las
células WEHI-3 inducen la expresion del receptor de GM-CSF (Melo, 2004).

Datos no publicados de nuestro grupo de investigacion indican que las células
32D tratadas con CasNa producen TNF-q, el cual es en parte responsable de
inhibir la proliferacién de estas células, lo cual abre la posibilidad de que la
inhibicion de la proliferacion mediada por las caseinas pueda ser consecuencia de
la induccién a la produccion de citocinas inhibitorias que controlen los procesos

hematopoyéticos.
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MARCO TEORICO.
LAS CASEINAS.

Desde siempre la leche ha sido considerada como alimento, en particular para
recién nacidos; las proteinas de la leche han sido estudiadas en principio bajo el
aspecto de donadoras de aminodcidos (Koletzko et al, 1998), siendo la leche de

vaca la mas frecuentemente consumida (Kon 1977).

La leche bovina esta constituida por 3.38% de proteinas, 3.75% de grasas, 5% de
carbohidratos, menos del 1% de vitaminas y minerales y 87% de agua. De la
fraccion proteica compuesta principalmente por a-lactalbimina, B-lactoglobulina
y caseinas, esta ultima es el principal componente con el 80% de la fraccion. Es
conocido que la caseina se encuentra en forma de micelas, constituidas por cuatro
clases de cadenas polipeptidicas designadas o, O, B y K caseina. Ademads al

diluir la caseina en un élcali se obtienen caseinatos (Pérez y Pérez, 1984; Walstra

& Jenners, 1984).

Habitualmente se dice que las caseinas son aquellas fosfoproteinas que se
precipitan de la leche descremada por acidificacion a pH 4.6 a 20°C (Pérez y
Pérez, 1984). La a-caseina constituye el principal componente de la micela de
caseina, contiene de ocho a nueve grupos fosfato y presenta propiedades distintas
al resto de las caseinas (B-caseina y kx-caseina). Es comtinmente aceptado que la
aS1-caseina constituye el armazén de la micela debido a que no presenta altas
interacciones dependientes de la temperatura (Farell 1998). El modelo de aS1-
caseina muestra dos dominios, uno hidrofébico y otro hidrofilico, conectados por
un segmento de estructura hélice-alfa. El dominio hidrofébico de la aeS1-caseina,
(como se ha propuesto también para la K-caseina) contiene ademds dos grupos de
betas-plegadas antiparalelas, donde un grupo es aproximadamente del doble de
tamafio que el otro. Se ha teorizado que tales estructuras beta, otorgan cierto
grado de especificidad a la asociacion hidrofébica de las aS1-caseinas, asi como

en la interaccion entre oS 1-caseina y k-caseina (Kumosinski et al, 1991a).



La B-caseina representa el 36% de la caseina de bovino total (Davis & Law 1980)
y ejerce una variedad de propiedades funcionales que en la mayor parte de los
casos difiere del resto de las caseinas (aS1-caseina y k-caseina). La molécula de
B-caseina es una sola cadena con cinco residuos de serina fosforilados. Debido a
su frecuencia de carga, hidrofobicidad y carga neta se ha sugerido puede ser una
molécula lineal anfifilica, donde la porcién amino-terminal (residuos 1 a 40)
contiene las serinas fosforiladas y transporta esencialmente toda la carga neta de
la proteina asi como la mayoria de los residuos hélice-alfa potenciales, mientras
que la regioén carboxilo terminal (residuos 136-209) contiene principalmente
residuos apolares resultando en una alta hidrofobicidad. Por otro lado, se ha
propuesto que dentro de la estructura de P-caseina, existen tUnicamente dos

cadenas betas-plegadas estrechas (Creamer et al, 1981).

La estructura tridimensional teorizada para la K-caseina, muestra dos grupos de
betas-plegadas antiparalelas de casi igual longitud, cada grupo conteniendo un
residuo de prolina en un giro-gamma como punto de referencia para la
generacion de las beta-plegada antiparalelas. A diferencia del resto de las
caseinas, K-caseina es soluble sobre un amplio rango de concentraciones de iones
de calcio (Rose et al, 1985), en este sentido, tanto 0Oig;-caseina como [-caseina
son insolubles a temperatura ambiente (24°C) en presencia de Ca2+ a una
concentracion de calcio total por debajo de aquella reportada para la leche, sin
embargo, la precipitacion de B-caseina en solucion es temperatura dependiente,
siendo el complejo de P-caseinato de calcio soluble a 1°C a concentraciones
superiores a los 400 mM de Ca2+. De esta manera, se ha propuesto que la
fraccion de k-caseina otorga estabilidad a la micela de caseina, actia como una
pieza clave dentro de la micela estabilizando a las caseinas insolubles en calcio

(aS1-caseina y B-caseina) (Kumosinski et al, 1991).



HEMATOPOYESIS.

El sistema hematopoyético representa una continuidad de las células con
propiedades y fenotipo cambiantes segun progresan a partir de células tallo hasta
llegar a células diferenciadas (Coulombel 2004). Una célula tallo segin Metcalf
(Metcalf, 2007a), es aquella célula tallo hematopoyética que es capaz de auto-
regenerarse y de ser multipotencial, y asi, ser capaz de formar células maduras de
los diferentes linajes hematopoyéticos. Las células tallo hematopoyéticas (CTH)
se dividen para formar mas CTH (auto regeneracién) o para formar células
progenitoras comprometidas al linaje linfoide (CPL) o células progenitoras
comprometidas al linaje mieloide (CPM) (Ver Figura 1a). Las CPM son blastos
grandes que pueden formar progenitores megacariociticos-eritroides (PME),
encargados de formar la progenie megacariocitica y eritroide. Las CPM pueden
formar también progenitores de granulocito- macréfagos (PGM), que originan
progenitores de granulocitos, macrofagos, y eosinodfilos, y a partir de estos
originan poblaciones maduras (Metcalf, 2007a). Los progenitores de células
cebadas parten de las poblaciones CPM pero no pasan por el estadio de PGM
(Chen et al, 2005).

Las CTH se concentran principalmente en el estroma de la médula dsea, se
caracterizan por su alta capacidad proliferativa y de auto-renovacion (Ogawa &
Matsunaga, 1999; Orlic & Bodine, 1994), asi como por la ausencia de
caracteristicas morfoldgicas o histoquimicas, propias de las células maduras o
comprometidas hacia algin linaje celular. Estas células son consideradas
totipotenciales, dado que son susceptibles de comprometerse hacia cualquiera de
los linajes celulares sanguineos mieloides y linfoides, cuando son estimuladas
con la combinacién de diferentes citocinas (Figura la) (Morrison et al, 1995;

Ogawa 1993).

En el estroma las principales células que lo constituyen son llamadas células del
estroma medular, entre estas se encuentran principalmente fibroblastos,
macrofagos, células endoteliales, osteoblastos y adipocitos. La principal funcién

de las células del estroma medular es promover las condiciones favorables para



la proliferacion y diferenciacion de las células hematopoyéticas, a través de la
secrecion de proteinas como la coldgena, proteoglicanos y otras que constituyen
la matriz extracelular, o bien secrecion de proteinas llamadas citocinas que
regulan la fisiologia de las células hematopoyéticas y sus precursores (Munker et

al, 1998; Prosper et al, 2001).

Al final de los procesos de proliferacion y diferenciacion, las células maduras
hematopoyéticas formadas poseen multiples funciones vitales para el organismo,
por mencionar algunas; los eritrocitos transportan el oxigeno, las plaquetas
participan en el control de la coagulacion sanguinea, mientras que los
granulocitos, monocitos y linfocitos intervienen en la defensa inmune contra

agentes extrafios (Zambrano-Ramirez et al, 1999).

En cuanto a la ontogenia de la hematopoyesis ain existe controversia;
tradicionalmente se piensa que el saco vitelino es el sitio donde se originan las
células tallo hematopoyéticas, y después migran al cuerpo al mismo tiempo que
las células tallo primordiales y precursores melanoblésticos. Otra corriente de
estudios realizados en quimeras de codorniz/gallina (Godin et al, 1995), afirman
que el saco vitelino es sélo un lugar de paso y que la hematopoyesis persistente y
definitiva, se origina a partir de las células de la regi6n aorta-génada-mesonefros

(AGM) alrededor de los vasos (Ver Figura 1b) (Godin et al, 1995).

El concepto tradicional sobre el origen de la hematopoyesis afirma que la misma
ocurre durante un periodo estrictamente limitado después del cual no existe
formacion de novo de células hematopoyéticas, y como consecuencia la
hematopoyesis finita es 1dgica ya que el saco vitelino desaparece. Por otro lado,
si se demuestra una corriente de pensamiento reciente que indica que la region
AGM es la fuente verdadera de las células tallo hematopoyéticas, entonces el
inicio de la hematopoyesis puede no ser un proceso finito. Al respecto los
investigadores solamente pueden concluir, que las poblaciones multipotenciales

hematopoyéticas de c€lulas tallo existen, pero tienen una capacidad restringida de



auto-generacion y que puede que no participe en la formacion diaria de células;
que las células comprometidas a un linaje existen con una multipotencialidad
limitada y aunque tiene capacidad auto-generadora, tienen naturaleza restringida;
y aparentemente algunas células maduras pueden tener capacidad auto-
generadora (Metcalf, 2007b). Asi, ambas teorias del origen de la hematopoyesis,
aun estdn a discusion. Aunque las evidencias muestran que son estas células
tallo/progenitoras adheridas a la aorta-génadas mesonefros las tnicas capaces de
regenerar el sistema hematopoyético completo en ratones irradiados receptores,

no asi las células tallo hematopoyéticas de saco vitelino (Zhu & Emerson, 2002).

Experimentalmente se pueden reconocer a los diferentes tipos de células tallo y
sus progenitores, asi, se dice que las CTH y su progenie inmediata tiene que
completar un alto nimero de divisiones (mds de 15) en ensayos a largo plazo
(més de 5 semanas) antes de que produzcan células diferenciadas, en contraste,
las células progenitoras comprometidas con un linaje se diferenciardn en menos
de 3 semanas y de 5 a 10 divisiones en ensayos a corto plazo. Ademads, se sabe
bastante sobre las moléculas y mecanismos que regulan la proliferacion y
diferenciacion de las células en ensayos a corto plazo y ya han sido
estandarizados ficilmente, sin embargo no sucede lo mismo con los ensayos a

largo plazo (Coulombel, 2004).

A mediados de los afios sesenta se descubrid en cultivos in vitro, que las células
precursoras hematopoyéticas provenientes de la médula 6sea de ratén, solo
proliferaban en presencia de células estromales o de medios condicionados (MC)
de cultivos de células pertenecientes al estroma de médula 6sea (Pluznik & Sachs
1965), estudios posteriores demostraron que la proliferacion de estas células

estaba sustentada por factores glicoprotéicos presente en el MC.

Los conocimientos generados sobre el control de la hematopoyesis indican que
esta es regulada por una serie de glicoproteinas conocida como factores de
crecimiento hematopoyético e interleucinas (Metcalf, 1998), las cuales son

miembros de la familia de las citocinas. Estos moduladores ejercen su actividad



de manera autdcrina, pardcrina o enddcrina, son capaces de regular la
proliferacion, la diferenciacién y la activacion de varios tipos celulares
(Figura 1). Para las células progenitoras, la presencia de interleucina-3 (IL-3),
factor estimulador de colonias de granulocito-macréfagos (GM-CSF), de
granulocitos (G-CSF), eritropoyetina (EPO) o trombopoyetina (TPO), es
suficiente para su proliferacion y diferenciacion hacia células maduras (Clark &

Kamen 1987).

CELULAS TALLO PROGENITORES COMPROMETIDOS
CELULAS MADURAS
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Figura 1. A. Desarrollo tradicional de la Hematopoyesis. Arbol que muestra como las células maduras
hematopoyéticas de todos los linajes son originadas a partir de células tallo B. La hematopoyesis
comienza en el saco vitelino con posteriores migraciones que siembran el higado fetal. Esta poblacion es
transitoria y se remplaza por la progenie de células hematopoyéticas generadas en la region-aorta-génada
mesonefros. Migraciones subsecuentes habitan la médula ésea en desarrollo y el bazo. (Tomado y
modificado de Metcalf, 2007a).



Por otra parte, la supresion de la hematopoyesis estd bajo el control de citocinas
originalmente reconocidas como reguladoras de procesos inflamatorios o
inmunes, entre ellas el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). (Jacobsen et al,

1994; Hamblin 1993; Metcalf 1985).



FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA

Existen dos citocinas que responden a este nombre, el factor de necrosis tumoral
alfa o cachectina (TNF-o) y factor de necrosis tumoral beta o linfotoxina
(TNF-B). Ambas citocinas son codificadas por genes distintos e interaccionan
con los mismos receptores de membrana, ademds de estar implicadas en la
respuesta del organismo contra enfermedades (Tracey & Cerami 1994). El gen
para el TNF-a codifica para una pro-hormona que atraviesa la membrana celular
como un polipéptido de 26 kDa (Kriegler et al, 1988; Perez et al, 1990; Jue et al,
1990), una vez unida a membrana esta forma bioactiva estd involucrada en las
actividades paricrinas del TNF-a en diversos tejidos. Cuando es enfrentada a
endotoxinas bacterianas, como por ejemplo lipopolisacarido (LPS) y otros
estimulos, la forma precursora es cortada por enzimas proteoliticas creando asi
una forma madura de 17 kDa (Pennica et al, 1984; Davis et al, 1987). Tres de
estos mondmeros se asocian de forma no-covalente para formar un trimero, que
construye finalmente la forma bioactiva del TNF-o predominante en suero y

fluidos corporales (Smith & Baglioni 1987; Jones et al, 1989).

En un principio se pensaba que el TNF-a era exclusivamente producido por
monocitos y macrofagos (Lange 1991; Lejeune et al, 1998), sin embargo se ha
observado in vitro, que existen muchos tipos celulares capaces de sintetizar
TNF-oo (Sidhu & Bollon 1993), entre estos: las células de leucemia
promielocitica aguda, timocitos, linfocitos T y B, células NK, fibroblastos
(Bharat & Jordan 1992; Hamblin 1993) y mds recientemente se ha demostrado
que células CD34+ humanas expresan constitutivamente el gen de TNF-a entre

otros (Janowska et al, 2001).

Diversos estudios han relacionado el tipo de receptor expresado con la supresion
hematopoyética inducida por el TNF-a, de esta manera se sabe que los receptores
pS5 y p75 estan involucrados en la supresion de la proliferacion de las células

CD34+ y células LinSca-1" respectivamente (Rusten et al, 1994; Fahlman et al,



1994). Asimismo se ha intentado correlacionar la ruta metabdlica activada ya sea
por apoptosis o arresto en el ciclo celular con el tipo de receptor, sin embargo el
papel de los receptores en la inhibicion de la hematopoyesis no es del todo claro
y en su mayoria controversial, por ejemplo el efecto apoptético del TNF-o esta
bien documentado y principalmente mediado a través del receptor pS5 (Baker &
Reddy 1996; Yuan 1997; Zheng et al, 1995), asi en las células T humanas de
individuos adultos la expresion de p55 pero no p75 incrementa la susceptibilidad
a apoptosis inducida por el TNF-a (Aggarwal et al, 1999), sin embargo también
se ha reportado que el receptor pS5 esta involucrado en una ruta no apoptdtica
(Rath & Aggarwal 1999), mientras que el receptor p75 puede participar en la
induccion de apoptosis (Baxter et al, 1999), o suprimir la proliferacion sin muerte

celular (Zheng et al, 1995).



EFECTOS BIOLOGICOS DEL TNF-q.

El TNF-a muestra una amplia gama de efectos biolégicos que en general, no son
especie-especificos (Aiyer & Aggarwal 1988). En estudios in vitro se mostrd que
actda selectivamente sobre lineas celulares transformadas, no teniendo efecto
sobre células normales en cultivo salvo ciertas excepciones en las que, en
determinadas condiciones inhibe la proliferacion de fibroblastos, células
endoteliales, adipocitos y queratinocitos (Sugarman et al, 1985; Fransen et al,
1986).

El TNF-a puede inducir necrosis o muerte por apoptosis, dependiendo de la
célula blanco y de la presencia de inhibidores metabdlicos (Schmid et al, 1986;
Grooten et al, 1993), de igual manera estd involucrado en la induccion y
expresion de genes, en procesos inflamatorios, reparacion de tejidos, respuesta
inmune y hematopoyesis, se le ha detectado como agente importante en cuadros

de artritis e infecciones viricas y bacterianas.

El TNF-a es un importante inmunomodulador y agente antitumoral tanto in vitro
como in vivo, es por ello que ha sido estudiado con el objetivo de establecer una
alternativa terapéutica en tratamientos de cdncer. Asi en estudios preclinicos se
ha administrado en combinacidn con otras citocinas y agentes quimioterapéuticos
(Beyert & Fiers 1998), sin embargo s6lo en muy pocos casos se han logrado

actividades sinergisticas favorables y remisiones parciales (Negrier et al, 1992).

El papel del TNF-ao en hematopoyesis se ha estudiado ampliamente;
anteriormente se le conocia como un factor citotéxico, sin embargo estudios
posteriores demostraron que el TNF-o tenia propiedades estimuladoras del
crecimiento en diversos tipos celulares (Vilcek et al, 1986; Digel et al, 1989).
Ademads, se reportan efectos tanto estimuladores como inhibidores de células
tallo y células progenitoras hematopoyéticas, dependiendo de los factores de
crecimiento usados como suplementos. Asi, el TNF-o estimula el crecimiento de

células progenitoras hematopoyéticas humanas estimuladas con interleucina-3



(IL-3) y factor estimulador de colonias de granulocito-macréfagos (GM-CSF)
donde eleva el crecimiento de cultivos de células progenitoras hematopoyéticas
CD34+ de raton (Blackx et al, 1991; Caux et al, 1990); pero inhibe fuertemente a
células incubadas con factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF) y
factor de células tallo (SCF) (Murphy et al, 1988; Degliantoni et al, 1985; Caux
et al, 1990). Otros trabajos, reportan que el TNF-a murino inhibe el crecimiento
de células formadoras de colonias con alto potencial proliferativo (CFC-APP) a
partir de células progenitoras hematopoyéticas primitivas LIn"Sca-1" a pesar de la
presencia de factores de crecimiento en estos experimentos (Zhang et al, 1995).
Ademds el TNF-ow aumenta la sobrevivencia de cultivos individuales de células
Lin~ Sca-1" en cultivos tratados con IL-1P, producto de un incremento en el
nimero de células viables y supresion de apoptosis. Este sinergismo entre TNF-a
e IL-1B, el responsable de la supresion de apoptosis en células progenitoras
Lin" Sca-1" in vitro, es relevante debido al papel radioprotector (Neta et al, 1988)

que de manera sinérgica tienen ambas citocinas.

La inhibicién hematopoyética debida al TNF-a es variable (Munker 1998), y el
efecto puede ser indirecto, el cual depende de la fraccion celular separada de la
médula 6sea y del tipo de medio condicionado empleado como fuente que libera
factores de crecimiento hematopoyético. La accion indirecta del TNF-o es
mediante la liberacion de factores supresores por células accesorias (Beutler et al,
1989), que pueden actuar junto con el TNF-ou para observar finalmente la
inhibicion de la hematopoyesis (Martinez-Jaramillo et al, 2001; Lu et al,1999;
Yamaguchi et al, 1999; Murphy et al, 1988; Broxmeyer et al, 1986; Pennica et al,
1984).

Existe ademds evidencia que relaciona la activacion de uno u otro receptor de
TNF, a saber el p55 o p75 que a pesar de ser similares en su secuencia
extracelular, sus dominios intracelulares son diferentes, y por tanto desempefian
diferentes funciones. La estimulacion de p55 puede mediar citotoxicidad,

proliferacion de fibroblastos, resistencia a la clamidia, sintesis de



prostaglandinas; mientras que p75 puede mediar la proliferacion de timocitos de
ratén y humano, fibroblastos humanos, célula mononucleares y células natural
killer (NK). Se ha observado que estos receptores pueden regular el crecimiento
de progenitores de médula 6sea primitivos, sin embargo debido a sus efectos
bidireccionales es dificil asentar sus efectos en la regulacién de la hematopoyesis
in vivo (Lu et al,1999). Sin embargo se piensa que p55 pueda estar involucrado
en mediar la inhibicién inducida por TNF, del crecimiento de células tallo
primitivas 'y células mdas comprometidas (células tallo hematopoyéticas:

Lin Sca-1" c-kit" y células progenitoras hematopoyéticas Lin” Sca-1" ¢c-kit™).



MODELOS CELULARES.

Esta ampliamente reportado que se pueden utilizar lineas celulares para observar
los efectos moduladores en la hematopoyesis, en este trabajo se emplea un
modelo de hematopoyesis normal, la linea multipotencial progenitora mieloide
32D de ratéon y un modelo de hematopoyesis alterada, la linea celular de

leucemia mielomonocitica WEHI-3 de raton.

32D.

La linea celular 32D es una linea dependiente de interleucina-3 (IL-3),
originalmente establecida a partir de un cultivo de médula dsea a lago plazo de
ratones C3/HelJ, inyectados con un virus de leucemia murina Friend.

(Greenberger et al, 1983).

En un inicio se pensaba que solo IL-3 podia favorecer la supervivencia y
formacion de colonias de 32D (Metcalf 1985), sin embargo, estudios posteriores
revelaron que algunas de estas células podian mantener cierta sobrevivencia y
clonogenicidad, atin en ausencia de IL-3, siempre y cuando el medio estuviera
suplementado con G-CSF (Valtieri et al, 1987), GM-CSF y eritropoyetina
(Migliaccio et al, 1989). Asi, ademas de proliferar en respuesta a diferentes
factores de crecimiento, estas células conservan su capacidad de diferenciacién
hacia distintos tipos celulares tales como basofilos y células cebadas (Migliaccio
et al, 1989), granulocito-neutréfilos (Valtieri et al, 1987; Bigas 1998) y

monocito-macréfagos (Kreider et al, 1990).

WEHI-3.

Esta linea celular mantenida en cultivo desde 1974, establecida a partir de sangre
periférica de raton, es una linea celular de leucemia mielomonocitica. Dentro de
sus caracteristicas esta el hecho de que secreta al medio CSA (colony-stimulating

activity: actividad estimuladora de colonias), lisozima e Interleucina-3.



Se sabe que se inhibe su crecimiento en presencia de 4 ng/mL de
lipopolisacarido, 6 30-40 g/ mL de sulfato dextrdn. Estas células tienen la
jerarquia hematopoyética de ser células inmaduras o progenitoras
mielomonociticas, y es ampliamente empleada para estudios sobre el control de

la proliferacion y diferenciacion de células leucémicas (Metcalf, 1980).



Objetivo General
Determinar si las caseinas (0-, B- y K-) son responsables de la inhibicion de la

proliferacion de las lineas celulares 32D y WEHI-3 a través de la produccién de
TNF-o.

Objetivos Especificos

Determinar el efecto de o-, B- y K-caseina en la proliferacion, viabilidad y

diferenciacion de la linea celular 32D y WEHI-3.

Determinar la presencia de TNF-a en el sobrenadante del cultivo de células 32D

y WEHI-3 tratadas con caseinas.

Determinar en células productoras de TNF-a, la participacion de esta citocina en

la inhibicion de la proliferacion de células tratadas con caseinas.



Hipotesis
La o, B y k—caseinas son responsables de la inhibicién en la proliferacion de las

lineas celulares 32D y WEHI-3 a través de la produccién de citocinas inhibidoras

como el TNF-a.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Hemos mostrado que el CasNa inhibe la proliferacion de la linea celular 32D via
produccion de TNF-a.. Sabemos que el CasNa esta integrado por las subunidades
o, By x-caseina, con la finalidad de analizar si una de tales subunidades es la
responsable de mediar la actividad bioldgica inducida por el CasNa, hemos
mostrado que todas las subunidades de caseina inhiben la proliferacion de las
células 32D y WEHI-3, pero no se conoce si también lo hacen via produccion de

TNF-o.
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JUSTIFICACION.

El esclarecimiento del mecanismo de accidon por el que las caseinas inducen sus
efectos resulta interesante, ya que permitird ampliar el conocimiento de los
mecanismos bdsicos del control de la hematopoyesis tanto en células normales
como transformadas por efecto de las caseinas. La informacion derivada en este
estudio puede ser de utilidad para modular y corregir los problemas clinicos

hemato-oncolégicos.
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si

V. Hipotesis
La a, B y x—caseinas son responsables de la inhibicién en la proliferacion de las
lineas celulares 32D y WEHI-3 a través de la produccion de citocinas inhibidoras

como el TNF-a.



CORDOVA G. YOLANDA 29

VI Objetivo General

Determinar si las caseinas (a-, B- y k-) son responsables de la inhibicion de la
proliferacion de las lineas celulares 32D y WEHI-3 a través de la produccion de
TNF-a.

Objetivos Especificos

Determinar el efecto de a-, B- y k-caseina en la proliferacion, viabilidad y

diferenciacion de la linea celular 32D y WEHI-3.

Determinar la presencia de TNF-a en el sobrenadante del cultivo de células 32D

y WEHI-3 tratadas con caseinas.

Determinar en células productoras de TNF-a., la participacion de esta citocina en

la inhibicién de la proliferacion de células tratadas con caseinas.



MATERIALES Y METODO

Lineas celulares.

Para este trabajo se emplea la linea celular hematopoyética multipotencial 32D
cl3 dependiente de interleucina-3 (IL-3) y la linea de leucemia mielomonocitica
WEHI-3, ambas de ratén, fueron cultivadas en medio de cultivo Iscove’s
Modified Dulbecco’s suplementado con 10% de suero fetal bovino (Gibco BRL,
USA). La linea 32D fue mantenida en cultivo a una densidad inicial de 1x10°
células/mL mas 0.5 ng/mL de interleucina-3 recombinante de ratén (rmIL-3) y
resembrada cada 48 horas en cajas Petri (Fisher Brand, Denmark), la linea
WEHI-3 fue mantenida en cultivo a una densidad inicial de 3x10* células/mL y
resembrada cada 48 horas adicionando -mercaptoetanol (0.05mM) manteniendo

ambas lineas a una temperatura de 37° C y 5% de CO,.

Citocinas recombinantes y anticuerpos.

Para este trabajo se utiliz6 interleucina-3 recombinante de raton (rmlIL-3), factor
de necrosis tumoral alfa recombinante de ratéon (rmTNF-a), anticuerpo

monoclonal anti-factor de necrosis tumoral alfa de ratén (anti-TNF-a) (R&D

System, USA).
Evaluacion de la proliferacion.

Las tres casefnas o, B y K (Sigma) se solubilizaron en agua desionizada y
esterilizaron por autoclave. La proliferacion de las células 32D con y sin
tratamiento de caseinas se determind mediante la técnica de incorporacion del
nucleétido timidina marcado con tritio [B-3H]dTTP al DNA en sintesis en las
células en cultivo (Karp, 1996). Brevemente las células fueron cultivadas en
placas de 96 pozos (Corning NY, USA) a una densidad inicial de 2x10*
células/mL en las condiciones antes sefialadas; adicionandose al inicio del cultivo
las caseinas desde 0 a 4 mg/mL., CasNa como control positivo 2 mg/mL y agua
desionizada como control del vehiculo manteniéndose en condiciones de cultivo

por 56 horas, momento en que se adiciona 1uCi de [B-"H]dTTP/mL timidina.



Terminado el tiempo de cultivo (72 horas) se coloc6 la placa a -70°C por 24
horas. Posteriormente se descongelé y congelé una vez mas, repitiéndose el
proceso dos veces con el fin de liberar los nucleos y despegar la poblacion
adherente. Finalmente se cosechd, lavd y colocd las células en viales con 2 mL
de liquido de centelleo (Beckman, USA), por ultimo se cuantificé la emisién de
luz como cuentas por minuto (cpm) en un contador de emision beta (Beckman
Ls6500). Las lecturas en cpm se convirtieron a porcentaje de proliferaciéon donde

los cultivos sin tratamiento representan el 100%.

Evaluacion de viabilidad.

La viabilidad fue evaluada determinando la actividad metabdlica mediante la
reduccion de MTT. Brevemente, las células tratadas con el CasNa, o las caseinas
fueron incubadas en la misma placa de cultivo con 20 pul de MTT [bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-11)-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).

Evaluacion de la diferenciacion.

Se determiné 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 cuantificacién fue realizada en
un citometro 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.

Los anticuerpos usados para citometria fueron:-Anti-Fms (CSF-1) extracellular
domain (rabbit antisuerum): Este anticuerpo reconoce al receptor del M-CSF

presente en macréfagos y monocitos, se empled 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 emple6 FITC-conjugated rat IgG,y,, K como control de isotipo.

Produccion de TNF-o

La induccién a la produccién a nivel de proteina de la citocina se determind
mediante el ensayo de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbet Assays).A

continuacion se explica brevemente el ensayo:

ELISA para TNF-a. Se emple6 el KIT KMC3012 (Biosource).
Brevemente a una placa de 96 pozos previamente tratada con anticuerpo de
captura anti-TNF-o se adicionaron 100 pl/pozo de buffer estdndar, 100 pl/pozo
de citocina recombinante en curva dosis respuesta comenzando en 1.2 ng/ml de
rmTNF-a y 50 pl/pozo de buffer estindar mas 50 pl de sobrenadante a probar,
agitando gentilmente la placa para homogenizar. Posteriormente se adicionaron
50 ul/pozo de anticuerpo biotin-conjugado, agitando nuevamente e incubando 90

minutos a temperatura ambiente.

Concluido el tiempo de incubacion se descart6 el medio y lavo cuatro veces con
400 pl de solucion de lavado 30 segundos/lavado y hacia el dltimo lavado se
golped gentilmente la placa para retirar la humedad, adicionando 100 pl/pozo de

estreptavidina-HRP, cubriendo e incubando por 30 minutos.

Transcurrido el tiempo de incubacién se descarté el medio y lavd cuatro veces,
adicionando 100 pl/pozo de cromégeno tetrametilbencidina (TMB) incubando 25
minutos en oscuridad. Finalmente se detuvo la reacciéon con 100 pl/pozo de

solucién de paro y ley6 la absorbancia a 450 nm en un lector de placas (Tecan).



Evaluacion de la participacion del TNF-c.

Se realizaron ensayos donde se identifico la participacion del TNF-a en aquellos
casos en que este es secretado al medio condicionado, por estimulo de alguna
caseina. Para ello se efectuaron ensayos de bloqueo con anticuerpo neutralizante
en cultivos de células 32D estimuladas con la caseina que participa en la
produccion de TNF-o. Brevemente, se cultivaron células 32D a una densidad
inicial de 1x10* cel/mL en placas de 96 pozos. Se consideraron controles
positivos de citocina recombinante y 16 ug/mL de anticuerpo mas citocina (dosis
necesaria para bloquear la actividad del recombinante) incubados por una hora a

37° C de manera previa a la adicién al cultivo.

Pasadas 56 horas de cultivo, se adicion6 1uCi de [B—3H]dTTP/mL timidina.
Concluidas las 72 horas de cultivo se colocé la placa a -70°C por 24 horas.
Posteriormente se descongeld y congel6 una vez mas, repitiéndose el proceso dos
veces con el fin de liberar los nucleos y despegar la poblaciéon adherente.
Finalmente se cosechd, lavd y colocé las células en viales con 2 mL de liquido de
centelleo (Beckman, USA), por tdltimo se cuantificé la emisién de luz como
cuentas por minuto (cpm) en un contador de emision beta (Beckman Ls6500).
Las lecturas en cpm se convirtieron a porcentaje de proliferacion donde los

cultivos sin tratamiento representan el 100%.
Manejo de datos.

Los experimentos se realizaron por triplicado de manera independiente. Los
ensayos de incorporacion de 3H-timidina fueron realizados por cuadriplicado y
se presentan como porcentaje de emision de cuentas por minuto respecto a un
control absoluto; los ensayos de viabilidad fueron realizados por triplicado; las
tinciones citoquimicas por duplicado. Para el ensayo de ELISA, se probd el
medio de al menos tres ensayos independientes con dos repeticiones por ensayo.
A los datos de proliferacion y viabilidad se les realizé una prueba t de Student (P

< 0.05 y 0.01, respecto al cultivo con solo vehiculo) a menos que se indique otra



cosa, realizdndose previamente una prueba de Levene para determinar si las

varianzas son iguales o diferentes, se expresa la media y su desviacion estdndar



RESULTADOS.

OBJETIVO 1.

Determinar el efecto de o, B- y K-caseina en la proliferacion, viabilidad y
diferenciacion de la linea celular 32D y WEHI-3 de ratén.

La o-, B- y k-caseina suprimen la proliferacion de 32D y WEHI, e inducen
diferenciacion solo de las células 32D sin afectar la viabilidad celular.

PROLIFERACION.

Con la finalidad de corroborar que las caseinas inhiben la proliferacion de las
células 32D a pesar de la presencia de 0.5 ng/mL de rmIL-3 y de las células
WEHI-3 de rat6n, fueron cultivadas con o sin alfa-, beta- o kappa-caseina (o, B-
0 K-caseina respectivamente) por separado, y utilizando a CasNa como positivo
de inhibicion de la proliferacion de 32D. Se realizaron ensayos dosis-respuesta
desde 0 a 4 mg/mL de caseina los cuales fueron evaluados a las 72 horas de
cultivo, por medio de la incorporacién de 3H-timidina. Los resultados confirman
que las caseinas bloquean significativamente la proliferacion celular en ambas
lineas celulares de manera dosis-dependiente de manera andloga al CasNa,
nuestro control positivo de inhibicion de la proliferacion. Asi se observé en 32D
que desde 0.5 mg/mL de o y ¥ casefnas, y 0.1 mg/mL de P—caseina, la
proliferacion es del 80% respecto al control, bloqueo que se acentia de manera
dosis dependiente hasta 4 mg/mL donde la proliferacién es aproximadamente del
20% (o 6 B-caseina) o incluso nula para el caso de k-caseina (Ver Figura 2). Es
interesante sefalar que el bloqueo de la proliferacion con la dosis de 1 mg/mL es

incluso significativo con una p<0.01, para las tres clases de caseina.

En el caso de la linea celular leucémica mielomonocitica WEHI-3, se muestra un
comportamiento diferente a la linea 32D, ya que unicamente a partir de 1 mg/mL
o~ y P-caseinas, al igual que CasNa, bloquean ligeramente la proliferacion; a
diferencia de K-caseina que a una dosis de tan s6lo 0.5 mg/mL resulté con un

mayor efecto negativo sobre la proliferacion, incluso que el CasNa, es importante



sefialar que la proliferacion se redujo a un 5% en la dosis de 2 mg/mL y casi a su

totalidad a la dosis mas alta de 4 mg/mL. (Ver Figura 4).
VIABILIDAD.

Para poder descartar la posibilidad de que la disminucién en la proliferacion
observada por los compuestos empleados sea consecuencia de citotoxicidad, se
evalud la viabilidad de las células con tratamiento de caseinas por la técnica de
MTT. Los resultados indican, que la viabilidad celular de las células 32D no se
vio afectada por efecto de la adicion de las caseinas al cultivo, ya que aun en las
dosis con mayor inhibicién de proliferaciéon (1 y 2 mg/mL), la viabilidad se
mantuvo superior al 95%, y sélo en la dosis de 4 mg/mL de beta caseina la
viabilidad disminuye al 72%. Estos resultados confirman que la reduccién en la

proliferacion por efecto de las caseinas no se debe a citotoxicidad (Ver Figura 3).

Por otro lado, y a diferencia de 32D, en las células WEHI-3 la viabilidad se
redujo significativamente con 2 mg/mL de CasNa y con las caseinas a partir de 1
mg/mL, sin embargo la viabilidad también fue cercana al 90%, a excepcion de la
dosis superior (4 mg/mL) donde B- y k- caseinas redujeron la viabilidad hasta

llegar a casi un 32 y 15% respectivamente (Ver Figura 5).

Asi, los resultados indican que ambas lineas celulares mantienen la viabilidad
cerca del 90%, y s6lo las dosis mds altas tanto el control (CasNa), como de las
caseinas impactan negativamente la viabilidad; esto se traduce en que el
abatimiento en la proliferacion celular de 32D y WEHI en las concentraciones

inferiores no es ocasionado por citotoxicidad de las caseinas.
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Figura 2. Porcentaje de proliferacion de células 32D en presencia de caseinas. Células 32D cultivadas por 72 horas en diferentes concentraciones de caseinas
(Adicionalmente, se muestra CasNa como un control positivo de inhibicién de proliferacién). La proliferacién se expresa como el porcentaje de incorporacién de *H timidina
respecto al vehiculo. La diferencia significativa (AP<0.05y #P<0.01) con respecto a 0 mg/mL.
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Figura 3. Porcentaje de Viabilidad de células 32D en presencia de caseinas. La linea celular 32D fue cultivada durante 72 horas a diferentes concentraciones de caseinas, la
viabilidad celular se valoré por reducciéon de MTT. Se muestra CasNa como un control positivo de inhibicion de proliferacién. La diferencia significativa (AP< 0.05 y
#P<0.01) con respecto a 0 mg/mL.
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Figura 4. Porcentaje de proliferacién de células WEHI-3 en presencia de caseinas. Células WEHI-3 cultivadas por 72 horas en diferentes concentraciones de caseinas
(Adicionalmente, se muestra CasNa como un control positivo de inhibicién de proliferacién). La proliferacion se expresa como el porcentaje de incorporacién de *H timidina
respecto al vehiculo. La diferencia significativa (AP<0.05y ¢P<0.01) con respecto a 0 mg/mL.
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Figura 5. Porcentaje de Viabilidad de células WEHI-3 en presencia de caseinas. La linea celular WEHI-3 fue cultivada durante 72 horas a diferentes concentraciones de
caseinas, la viabilidad celular se valoré por reduccién de MTT. Se muestra CasNa como un control positivo de inhibicién de proliferacion. La diferencia significativa (A P<
0.05 y #P<0.01) con respecto a 0 mg/mL.



DIFERENCIACION CELULAR.

Para hacer un andlisis comparativo de la posible induccion de diferenciacion por
tratamiento de las tres clases de caseina, elegimos la dosis que reducia
significativamente la proliferacion sin afectar la viabilidad, asi usamos 1 mg/mL
para el andlisis de diferenciacién con tinciones citoquimicas especificas para los
linajes granulocito neutréfilo (cloro acetato esterasa) y monocito macréfago (o-
naftil acetato esterasa) y los resultados de la tincién muestran que en células 32D
condiciones basales el cultivo control tiene un 51% de células tipo granulocito, y
un 4% de células monociticas; estos niveles fueron modificados por la adicién de
las caseinas donde a-caseina fue la que indujo un mayor aumento de células de
linaje monocitico de 4% hasta un 26%, en menor porcentaje B-caseina de un 4 a
24%, y la de menor aumento de células monociticas fue K-caseina con un
aumento de 4 a 13%. Cabe mencionar que el incremento en células 32D con

caracteristicas de tipo macrofédgico fue significativo en los tres casos con respecto

al vehiculo (Ver Tabla 1).

Para el caso de la linea celular WEHI-3, los niveles de células monociticas se
mantuvo siempre cerca del 5%, ain en las células con tratamiento de CasNa o
caseinas, mientras que los granulocitos se mantuvieron entre el 65 y 75%, el
andlisis estadistico no mostré diferencias significativas en cuanto a tratamientos
respecto al control. Asi, los resultados obtenidos con esta técnica confirman que
las caseinas inducen la diferenciacion hacia el linaje macrofagico, mostrando a la
o-caseina con un comportamiento similar a nuestro control positivo CasNa; en
contraste, en el caso de WEHI-3, se observa que la adiciéon de caseinas aun
cuando reducen significativamente la proliferacion no existe desplazamiento en

cuanto a los porcentajes de diferenciacion (Ver Tabla 1).

Por otro lado, se evalud la expresion de antigenos de superficie asociados a los
linajes hematopoyéticos antes mencionados, asi analizamos la expresion del

receptor del M-CSF (M-CSFR) y la proteina de superficie Ly-6G (Gr-1). Para



ello, se emplearon lineas celulares positivas para cada linaje para probar la
especificidad para el linaje de los anticuerpos, P-388 como positivo para la
expresion de M-CSFR (linaje monocitico), y células en banda de médula 6sea de
ratones CD-1 separadas por Ficol para la expresion de Gr-1(linaje granulocitico).
Ademads se usaron como controles un isotipo, controles negativos de células en
banda para la expresion de M-CSFR y la linea fibroblastica 1.-929 para la
expresion de Gr-1 (Datos no mostrados).

Una vez establecidos los controles, se evalu6 la fluorescencia emitida por células
sin anticuerpo, con isotipo y con cada anticuerpo especifico. Se obtuvo un indice
de fluorescencia (IF) al dividir la intensidad de fluorescencia de las células con
anticuerpos especificos, entre la fluorescencia de las células con su isotipo, de tal
manera que el IF=1 indica que la fluorescencia de las células con el anticuerpo es
el doble de las células con solo isotipo. Los niveles basales de ambos antigenos
evaluados en las células 32D y WEHI-3 son menores en 32D respecto a WEHI-3,
datos que coinciden con los reportes para estas lineas celulares (Ver Tabla 1).

Los resultados corroboran los estudios previos de nuestro grupo de trabajo
(Ramos, 2004), ya que confirman a la a-caseina como la molécula con un mayor
poder inductor de células de tipo monocitico (indice de fluorescencia de 1 a
2.12). En el caso de la linea celular WEHI-3 no se observan cambios
significativos en la diferenciacion incluso en presencia de CasNa o caseinas (Ver

Tabla 1).



Citoquimica (%) FACS
32D Granulocitos | Monocitos | (Gr-1) (anti-Fms)
Vehiculo 51%+10.5 4+1.9 1 1
CasNa (+) 26+ 11.4 26+4.1* 1.34 2.63
a-cas 34+12.4 26+11.7* |1.61 2.12
b-cas 40+11.2 23+8.7* 1.85 2.09
k-cas 4249.8 13+3.6* 1.5 1.31
WEHI-3 Citoquimica (%) FACS
Granulocitos | Monocitos | (Gr-1) (anti-Fms)
Vehiculo 75+7.3 2.5+1.7 1 1
CasNa (+) 7019 3+1.0 1.2 1.21
a-cas 65+5 3+1.3 1.34 1.47
b-cas 71+10.5 4+1.0 1.21 1.48
k-cas 72+8.0 3+£3.0 1.23 1.45

Tabla 1. Porcentaje de Granulocitos y monocitos en células 32D y WEHI-3 estimuladas con o sin
casefnas (1 mg/mL) durante 72 horas. Evaluacién por tincién citoquimica, los datos (expresados como
porcentaje) presentan el promedio y desviacion estdndar; diferencia significativa con respecto al vehiculo:
( *) CasNa se usé como control positivo de diferenciacion. La expresién de marcadores de superficie de
membrana observada por FACS (Citometria de flujo), Grl para granulocitos, anti-Fms para macréfagos:
los resultados se expresan como el indice de fluorescencia (fluorescencia del tratamiento/fluorescencia
control). Kapa-caseina: k-cas, Beta-caseina: b-cas, Alfa-caseina: a-cas.

Condicion 32D WEHI-3
TNF-a TNF-a
ng/mL ng/mL

Blanco 0 pdr
PBS 0 pdr
CasNa (+) 2.19 +0.297* pdr
k-cas 0 pdr
b-cas 0 pdr
a-cas 0.405+0.064* pdr

Tabla 2. Expresion de TNF-o. Se muestran los resultados de los ensayos ELISA evaluado a partir de los
sobrenadantes de cultivos a 72 horas de células 32D en presencia de caseinas. Se considera a las células
32D tratadas con CasNa como control positivo de induccién. Se muestran las desviaciones estdndar para
cada caso. diferencia significativa con respecto al blanco (0 ng/ml) ( * ) con una p<0.05. Kapa-caseina: k-
cas, Beta-caseina: b-cas, Alfa-caseina: a-cas; pdr: por debajo del rango.



OBJETIVO 2.

Determinar la presencia de TNF-o en el sobrenadante del cultivo de 32D y
WEHI-3 tratadas con caseinas.

Alfa caseina induce la produccion de TNF-q, solo en las células 32D.

Estudios previos de nuestro equipo de trabajo demostraron que el CasNa induce
la secrecion de TNF-a en el sobrenadante de células 32D, donde es la principal
citocina responsable del abatimiento de la proliferacion en cultivos con CasNa.
Por lo tanto, en este trabajo se evaluaron o-, B- y K-caseina, las principales
moléculas componentes del caseinato de sodio, en su capacidad para inducir la
secrecion de TNF-a al sobrenadante de cultivos de células 32D. Se observé que
las dosis que inhiben la proliferacion celular de 32D y WEHI-3 es entre 0.5 y 2
mg/mL, se estimularon a las células con la dosis mayor para obtener la mayor
cantidad de citocina en los sobrenadantes de ambas lineas sin afectar su
viabilidad. Por lo tanto se cultivaron células 32D con 2 mg/mL de cada caseina
por separado, de los cuales se obtuvieron los medios condicionados en los que se
evalud la presencia de citocina TNF-o por ensayo de ELISA. Se utilizé ademas

un control con 0 mg/mL de caseina, vehiculo, y como control positivo CasNa.

Los resultados muestran que en la linea celular 32D, de las tres caseinas, s6lo
o-caseina (2 mg/mL), induce la expresion de TNF-aca 0.405 ng/mL, sin
embargo, los niveles producidos no son el total que se observa con nuestro
positivo CasNa 2.19 ng/mL (Ver Tabla 2). En contraste, en la linea celular
WEHI-3 no se detect6 la presencia de TNF-a en ninguna de las condiciones, lo
cual indica que la inhibicién de la proliferacion de esta linea no es debida al

TNF-a.



OBJETIVO 3.

Determinar en células productoras de TNF-q., la participacion de esta citocina en
la inhibicién de la proliferacion de células tratadas con caseina.

TNF-« es el responsable de la inhibicion a la proliferacion en células 32D
tratadas con alfa-caseina.

Debido a que no se encontraron niveles perceptibles de la citocina TNF-o en el
caso de la linea celular WEHI-3, y una vez demostrado que ai-caseina es la tnica
caseina donde se detect6 induccion de la expresion de proteina de TNF-o en el
sobrenadante de las células 32D, se buscd determinar si este TNF-a es el

responsable de la inhibicién a la proliferacion.

Asi para determinar el papel del TNF-o en la inhibicion de la proliferacion de
células tratadas con o-caseina, se estimularon células 32D por 72 horas con
o-caseina mds anticuerpo neutralizante dirigido contra TNE-o de ratén en dosis
suficiente para bloquear la actividad 10 ng/mL de citocina recombinante. Debido
a que en cada una de las caseinas, la proliferacion de la linea celular 32D fue
inhibida significativamente en su proliferacion con la dosis de 1mg/mL, (Ver
Figura 2) sin afectar su viabilidad (Ver Figura 3), se eligié a esta como la dosis

para este ensayo.

De manera similar a lo observado con anterioridad con CasNa, los resultados
muestran que el TNF-o secretado por estimulo de «-caseina inhibe la
proliferacion en las células 32D, sin embargo, a diferencia de CasNa, la adicion
de anticuerpo anti-TNF-o neutraliz6 todo el efecto antiproliferativo provocado
por o-caseina de esta manera es el TNF-o en cultivos con o-caseina el

responsable del bloqueo de la proliferacion (Ver Figura 5).
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Figura 5. Proliferacion de células 32D después de 72 horas de cultivo sin y con 1 mg/mL o-caseina, mas
16 ug/mL de anticuerpo anti TNF-ot (abTNF) sin y con 10 ng/mL de rmTNF-o usado como testigo
positivo (TNF). Porcentaje de incorporacién de [3H] timidina al DNA con respecto al negativo (100%).
Los datos presentan el promedio y desviacion estandar, la diferencia fue significativa (4 ) respecto al
negativo con una p<0.05, a-cas: alfa caseina.



DISCUSION.

De las proteinas de la leche la caseina constituye mds del 80 % de total. La
caseina estd integrada por la subunidad alfa, beta y kappa-caseina. Ademas del
papel nutricional, las caseinas y algunos péptidos derivados regulan la respuesta
inmune (Wong et al, 1996). Asi regulan la actividad funcional de linfocitos,
neutréfilos y macrofagos (Pessi et al, 2001, Wong et al, 1996), sin embargo el

estudio de los efectos en el proceso hematopoyético ha sido poco estudiado.

Algunos trabajos indican que la a-caseina estimula la proliferacion de linfocitos
T (Pessi et al, 2001) y la B-caseina lo hace en linfocitos estimulados con
Concanavalina A (Wong et al, 1996). Nuestro grupo de trabajo ha mostrado que
el caseinato de sodio (CasNa), una sal de caseina, tiene la capacidad de inhibir la
proliferacion de las células 32D, a la vez que induce su diferenciacion hacia el
linaje monocito-macréfago (Ledesma, 2006). Este grupo de datos claramente
muestran que la sal de la caseina puede modular le mielopoyesis, pero no se
conoce si alguna de las subunidades integrantes; alfa, beta y kappa-caseina, es la

responsable de la actividad inhibidora de la proliferacion mediada por el CasNa.

En este trabajo se muestra todas las subunidades de caseinas, componentes del
caseinato de sodio, tienen la capacidad para inhibir la proliferacion de 32D y
WEHI-3. Esto muestra un efecto diferencial en ambas lineas celulares ya que en
las células 32D, el CasNa y las caseinas desde dosis bajas ya reducen su
proliferacion mientras que para la linea celular WEHI-3 se necesitan dosis mas
elevadas, excepto para la K-caseina quien muestra un mayor efecto inhibitorio de
la proliferacién. Por otro lado, la disminucion de la proliferacion de 32D es a
costa de un mayor comprometimiento en la diferenciacion de las células hacia el
linaje monocito-macréfago, en contraste con WEHI-3 donde las células no son
inducidas a la diferenciacion, lo cual sugiere tanto las caseinas como el CasNa
actian como agentes citostaticos en las células WEHI-3. Asi de estos datos se
deduce que las caseinas tienen un efecto diferencial sobre las células

dependiendo de su naturaleza, funcionando como moléculas inhibidoras de la



proliferacion de células tanto normales como leucémicas, pero induciendo la

diferenciacion solo de aquellas consideradas como normales.

La ausencia de diferenciacion en WEHI-3 no sorprende ya que al tratar células
WEHI-3 con G-CSF, no se induce diferenciacion granulocitica; asi como al
adicionar GM-CSF, tampoco se induce diferenciacién monocitica, a menos que
se induzca de manera externa a expresar el receptor para uno u otro factor (Li et
al, 1993). Hemos mostrado que las células WEHI-3 tratadas con CasNa y las
diferentes subunidades de caseinas inducen la expresion del receptor para el GM-
CSF, y a pesar que expresan en forma constitutiva al GM-CSF (Melo B, 2004),
en el presente trabajo no detectamos diferenciacion de las células WEHI-3. Este
conjunto de datos indica que las células WEHI-3 pueden necesitar mds de este

factor de crecimiento hematopoyético para poder diferenciarse.

Si bien, un descenso en la proliferacion puede deberse a un aumento de la
diferenciacién, también existe la posibilidad de que la causa sea un efecto
citotoxico de la molécula estudiada (Freshney, 1994), los resultados aqui
obtenidos muestran que la viabilidad de 32D se mantiene por arriba del 95% y
por arriba del 85% en WEHI-3 por lo tanto no son toxicos para las células
(Figura 3). Estos datos son similares a los obtenidos en linfocitos expuestos a
1 mg/mL de a-caseina (Pessi et al, 2001), 6 0.4 mg/mL (Wong et al, 1996) donde

la viabilidad no es afectada.

Por otro lado, existen amplios estudios sobre la regulacion de la hematopoyesis
en los que se ha encontrado que en células CD34+ humanas extraidas de médula
Osea existen transcritos para una gran cantidad de quimiocinas, factores de
crecimiento, y citocinas, dentro de las que se encuentra el TNF-o, capaces de
regular la hematopoyesis mediante ciclos autdcrinos/paracrinos en estas células
hematopoyéticas primitivas (Majka et al, 2001). Estudios andlogos, han
encontrado RNAm para citocinas capaces de regular negativamente el proceso
hematopoyético como MIP-1a,, TNF-o y TGF-f (Cluitmans et al, 1995). Estos

antecedentes dieron pauta a plantear la posibilidad de que otras células primitivas



hematopoyéticas de ratdon como las 32D, al ser tratadas con caseinas y sus
analogos (CasNa, caseina), fueran inducidas a expresar y liberar citocinas que
regularan su proliferacion. Estos reportes concuerdan con recientes resultados de
nuestro grupo de investigacion que muestran una induccion de la expresion de
RNAm para TNF-a en células progenitoras mieloides 32D, datos que se
correlacionan con la expresion de proteina observada por ensayos ELISA
(Ledesma, 2006). De manera andloga, esta tesis muestra que sé6lo las células 32D
tratadas con «-caseina producen concentraciones por encima del rango de
deteccion de TNF-a, sin alcanzar lo niveles inducidos por el CasNa (Ver
Tabla 3). A pesar que la a-caseina induce la produccién de bajos niveles de
TNF-a, la adiciéon de anticuerpo dirigido contra el TNF-o, anula el efecto
negativo sobre la proliferacion de 32D, lo cual sugiere que la actividad

inhibitoria de la o-caseina se debe a la induccion de TNF-a (Ver Figura 5).

En este sentido existen reportes que muestran que las células CD34+ de médula
O0sea normal poseen una expresion constitutiva de RNAm para TNF-o y sus
receptores pSS5 y p75 (Janowska et al, 2001), sin embargo, estudios similares no
han reportado la presencia de la proteina TNF-o en estas células (Majka et al,
2001), hasta que nuestro grupo de trabajo demostré la expresion de proteina de
TNF-a en células progenitoras de ratén, misma que es estimulada por efecto de
la adicion de IL-1P (Ledesma et al, 2004). Estos datos aunados a los del grupo de
Majka, sostienen que células progenitoras pueden expresar proteinas para
citocinas inhibidoras de la proliferacion, que actiian dentro del microambiente de

la médula 6Gsea.

Otros estudios han demostrado que el TNF-al, esta presente en RNAm en células
CD34+ (Janowska et al, 2001), sin embargo en esta tesis no se encontrd
presencia basal en las células progenitoras 32D, y s6lo o-caseina es capaz de

inducir hasta 0.405 ng/mL de TNF-o. Es de resaltar que a-caseina por si sola no



es responsable del concluyente efecto que muestra el CasNa induciendo la

expresion hasta 2.19 mg/mL (Ver Tabla 2).

Ante esta situacion seria interesante, ensayar si la adicion simultanea de las tres
caseinas tenga un efecto aditivo que resulte en la magnitud total de mayor efecto
observado con la molécula de CasNa, o bien con dos caseinas a la vez, con el
objetivo de localizar cual combinacion de caseinas sean las responsables para
inducir la produccién de cada citocina, con lo que se pudiera estar avanzando en
el desciframiento del mecanismo de sefializacion que media los efectos sobre la
proliferacion de las células 32D del CasNa, lo mismo se debe hacer para las

células WEHI-3.

Resumiendo, con este trabajo de tesis queda de manifiesto que las caseinas a, By
K, al igual que CasNa inhiben la proliferacion de la linea celular multipotencial
hematopoyética 32D de raton; que este proceso es mediado a través de la
induccién y liberaciéon de TNF-a (Figura 5). En cuanto al mecanismo de accién
por el que se inhibe proliferacion, e induce diferenciacion, esta tesis muestra que
es a través de o-caseina, la porcién de la molécula CasNa que induce la
liberacion de TNF-o que inhibe la proliferacion de las células 32D, a la vez que
podria ser el responsable de la inducciéon a su diferenciacion hacia el linaje
monocito-macréfago. Por otro lado, aunque las caseinas inhiben la proliferacion

de las células leucémicas WEHI-3, atin se desconoce como lo hacen.
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CONCLUSIONES.

La o-, B- y k-caseina suprimen la proliferacion de 32D y WEHI, e inducen
diferenciacién solo de las células 32D sin afectar la viabilidad celular.

Alfa caseina induce la produccion de TNF-q,, sélo en las células 32D.

Debido a que los resultados no muestran secrecion de citocina TNF-a en la linea
celular WEHI-3, se desprende que esta linea no sigue el mismo mecanismo de
inhibicion de proliferacion que la linea celular 32D y que el TNF-o0 no participa
en la inhibicién de la proliferacién de WEHI-3.

TNF-a es el responsable de la inhibicién a la proliferacion en células 32D
tratadas con o-caseina.



PERSPECTIVAS

Después de encontrar que la inhibicién a la proliferacion de células 32D es por la
induccidn de la secrecion de TNF-a que actia sobre las mismas células, s6lo por
la accion de TNF-a, surgen muchas dudas que deben ser respondidas.

Una de ellas es que si el mayor efecto inhibitorio de la proliferacion de 32D se
observa con CasNa, mas que con 0-caseina; ademds de que si bien, o-caseina es
la Unica de las tres caseinas que produce citocina TNF-q, la cantidad producida
no es el total de proteina producida por efecto de CasNa. Por lo tanto, seria
interesante probar aquellas caseinas restantes o bien, si la combinacién por pares
o de las tres caseinas al mismo cultivo resulta en un efecto sumatorio de

produccion total de citocina que sea mds cercana al efecto observado en CasNa.

Por otro lado, ya que se observé que WEHI-3 no responde significativamente a la
diferenciacion celular por efecto de caseinas, seria conveniente indagar cual es el
mecanismo de accion que esta frenando la proliferacion celular en estas células.

De igual manera, una vez esbozado que las c€lulas 32D responden en diferentes
maneras a la adicion de CasNa o caseinas a las lineas celulares, o incluso en
experimentos in vivo (datos no mostrados de nuestro grupo de trabajo), resultaria
obvio esperar que estas células y todas aquellas que tienen una respuesta a
moléculas derivadas de la caseina poseen un receptor putativo a esta molécula,
que después de la interaccion receptor-ligando ejercen todas las actividades que
se han venido observando en diferentes evaluaciones. EI hallazgo,
caracterizacion e identificacion de este receptor, redituaria en la posible
modulacién del mismo en aquellas células que no son del todo responsivas a los
tratamientos con caseina y sus derivados, y obligarlas de esta manera a
diferenciarlas, modular su proliferacion o la secrecion de diferentes citocinas y

factores de crecimiento celular.
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