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lil. RESUMEN

Datos recientes en este laboratorio mostraron que la o, B-, k- caseina y su sal,
el caseinato de sodio (CasNa), modulan la hematopoyesis, ya aue al adicionarse al
cultivo de la linea hematopoyética normal 32D disminuyen su proliferacion e inducen
su diferenciacion hacia el linaje monocito-macréfago, mientras que en la linea
leucémica mielomonocitica WEHI3 disminuyen su proliferacién.

Tomando en cuenta que la diferenciacion hacia el linaje monocito-
macréfago es desarrollada por la expresion de los genes M-CSF y GM-CSF a
través de sus respectivos receptores, se determino el efecto del CasNa y de la a-,
B- y x- caseina en la expresion del mMRNA de estos genes en células 32D y
WEHI3. Para contar con un pardmetro de diferenciacién funcional macréfagica,
también se determiné la expresion de los receptores FcyRs.

Los resultados muestran que cada caseina estimuld la expresion del gen M-
CSF y su receptor, asi como de la subunidad alfa del receptor a GM-CSF, las
isoformas FcyRIIB1 y FcyRIIB2 en la linea 32D. Mientras que la linea WEHI3
parece presentar problemas para expresar el M-CSF y su receptor, ya que no se
detectaron aun en presencia de las caseinas. Por ofra parte, se observé un efecto
estimulante del CasNa y las caseinas en la expresion de GM-CSFRa y las
isoformas FcyRIIB1 y FcyRIIB2 en WEHI3. Bajo nuestras condiciones de cultivo,
no se detecté efecto modulatorio de las caseinas y el CasNa en la expresion del
GM-CSF, FcyRl y FcyRIIl en ambas lineas celulares

La induccién de las caseinas en la expresion de los genes del M-CSF,
cfms, GM-CSFRa. y las isoformas FcyRIIB1 y FcyRIIB2 en la linea 32D, es
congruente con la diferenciacién inducida por el CasNa. Mientras que el efecto de
las caseinas es diferente en la linea WEHI3 ya que no se observa la expresion del
M-CSF y de su receptor, lo que podria deberse al desarrollo de la malignidad en
esta linea leucémica.

Debido a lo anterior, surge la necesidad de seguir investigando los
mecanismos por los cudles el CasNa y las caseinas son capaces de modular la
hematopoyesis, ya que si pudieran causar diferenciacion en células mieloides,
esto podria ser de utilidad terapéutica en pacientes con problemas
inmunohematolégicos.



IV. INTRODUCCION

1. HEMATOPOYESIS
1.1 Células hematopoyéticas

Las células sanguineas derivan de un tipo de células llamadas tallo
hematopoyéticas (HSC), en un proceso de compromiso de linaje, proliferacion y
diferenciacion celular conocido como hematopoyesis. Este proceso se inicia desde la
embriogénesis en el saco vitelino, higado, bazo y contindia durante la vida adulta en la
médula ésea (Zambrano ef al, 1999).

Las células tallo representan 0.01-0.005% de todas las células presentes en la
médula dsea; se ha estimado que en humanos normales hay aproximadamente 50
millones de HSC, las cuéles pueden producir hasta 10" células sanguineas maduras
en un intervalo de vida nommal. Las HSC no sblo poseen una alta capacidad de
proliferacién, sino también de autorenovacion y diferenciacion, ya que originan todos
los linajes hematopoyéticos (Smith, 2003). En condiciones normales la mayoria de las
HSC se encuentran quiescentes (fase GO del ciclo celular) y se dividen solo para
mantener el estado de la hematopoyesis o la demanda de progenitores en el
organismo (Hao et al, 1996., Kaufman ef al, 2001., Mayani, 2003).

Utilizando anticuerpos de superficie para las HSC de ratdén se ha logrado la
identificacion de las células tallo hematopoyéticas reconstituyentes a largo plazo (LT-
HSC) con inmunofenotipo Thy1.1°Lin'Sca’ckit’, y en humano como Thy1.1°Lin"
CD34°CD38'CD90", quienes poseen una alta capacidad de auto renovacién durante
toda la vida del organismo. También se han identificado a las células tallo
hematopoyéticas reconstituyentes a corto plazo (ST-HSC) que son Thy1.1°Lin’
Mac®Sca*c-kit’, quienes conservan su capacidad de auto renovarse por un periodo
cercano a las 8 semanas o de diferenciarse a células progenitoras pluripotenciales
(MPP) con inmunofenotipo Thy1.1°Lin"Sca‘ckit'Mac1°CD4", quienes a su vez,
pueden diferenciarse y dar origen a células de oligolinajes; perdiendo la capacidad de
autorenovarse pero dando origen a las células progenitoras del linaje linfoide y a



células progenitoras del linaje mieloide (Figura 1) (Hawley & Sobiesky, 2003,
Weissman et al, 2001).

Las células comprometidas hacia determinado linaje, también conocidas como
unidades formadoras de colonias (CFU) pueden ser de granulocitos (CFU-G),
eritroides (CFU-E), megacariocitos (CFU-MK), granulocito-macréfagos (CFU-GM),
células B (CFU-preB), etc., son las células que daran origen a las progenitoras
maduras, dependiendo del linaje al que pertenecen. Si pertenecen al linaje linfoide
originaran a las células B, T y naturales asesinas cuya funcion es participar en la
respuesta inmune, mientras que en el linaje mieloide generaran a los eritrocitos, que
se encargan del transporte de oxigeno; las plaquetas, que participan en la coagulacion
sanguinea; los granulocitos (neutrdfilos, eosindfilos, baséfilos) y monocitos, quienes
también intervienen en la respuesta inmune (Mayani, 2003).
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H Lin D34 cpag cpgg'  Humano
srsc @@ mirimversac
I Thy1.1"Lin'Sca’c-kit'Mac1°C04"  Raisn
Progenitores Muitipolenciales MPP
oligolinaje = "“’D“ /"
y - O - @ -

@

|

A /
11

® e e

Cel. Dendriticas Cel.T NK CelB

n
3
=]
3

Figura 1. Linaje celular del sistema hematopoyético (Tomado y modificado de Passegué et al, 2003). Las
células tallo pueden dividirse en células altamente renovadoras por un intervalo de tiempo indefinido (LT-HSC)
o en células que son capaces de renovarse durante un tiempo determinado (ST-HSC), quienes a su vez,
pueden diferenciarse en células progenitoras multipotenciales (MPP) y finalmente originar células progenitoras
linfoides (CLP) quienes dan origen a linfocitos T, B y células naturales asesinas, mientras que las células que
dan origen a las células maduras del linaje mieloide son las células progenitoras mieloides (CMP).



1.2 Regulacién de la hematopoyesis por citocinas

La diferenciacion de las células progenitoras hacia células especializadas
es controlada por citocinas hematopoyéticas o factores de desarrollo que son
producidos en la médula 6sea (Zhu & Emerson, 2002). En la médula 6sea se
localizan distintos tipos de células estromales, tales como fibroblastos,
macrofagos, células endoteliales, osteoblastos y adipocitos quienes son los
encargados de producir citocinas y crear el microambiente propicio para la

hematopoyesis (Tabla 1) (Zambrano ef al, 1999).

Las citocinas son moléculas de naturaleza proteica que interactian en las
poblaciones de células inmunes inmaduras potenciando su maduracién y
proliferacion a través de la unién a receptores especificos de membrana (Aguirre
de Avalos et al, 2002). Estas moléculas presentan retro-regulaciones positivas y
negativas entre si y por lo general no actian solas sino con otras citocinas,
producidas por la misma célula pudiendo inducir, potenciar o inhibir la produccion
de citocinas y modular negativa o positivamente los efectos de dichas citocinas
(Sachs, 1996). Por otra parte, al actuar sobre diferentes tipos celulares pueden
ejercer multiples efectos (pleiotropicas) e igualmente compartir muchos de ellos
(Aguirre de Avalos et al, 2002).

La familia de citocinas conocidas como factores estimuladores de colonias
(CSF) se involucra en la progresion normal de ceélulas progenitoras
hematopoyéticas a su estado terminal diferenciado. Existen cuatro tipos de CSF:
interleucina 3 (IL-3 o CSF de muiltilinaje), factor estimulador de colonias de
macréfagos (M-CSF), factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF) y
factor estimulador de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF) (Sachs,
1996).

Las células en su estado mas primitivo requieren de la accién concertada del
factor estimulador de células tallo (SCF), IL-1, IL-3 IL-6, IL-11, eritroproyetina (EPO),
ligando FLT3/lk2 (FL) y trombopoyetina (TPO), que tienen un efecto positivo para la
sobrevivencia y proliferacion celular. Para las células progenitoras, sélo la presencia



de factores como IL-3 o TPO es suficiente para su proliferaciéon y diferenciacion

hacia células maduras. Por otro lado, la regulacion negativa de la hematopoyesis

esta bajo el control de citocinas como el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa),

interfern gama (IFNy), factor de crecimiento transformante beta (TGF), proteina

inflamatoria de macréfagos 1 alfa (MIP-1a),

IL-4, IL-10 e IL-13. También se ha

incluido al éxido nitrico (NO) dentro de este grupo (Smith, 2003).
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(kDa)

ORIGEN
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Tabla 1. Efectos de las citocinas en la hematopoyesis (Tomado de Aguirre de Avalos et al, 2002).

1.3 Hematopoyesis y leucemia

Un evento considerado andlogo a la hematopoyesis normal, es la leucemia
o cancer en la sangre. La leucemia es originada en precursores sanguineos que
poseen una indefinida capacidad de proliferaciéon gracias a mutaciones que han
ido acumulando. Se cree que este proceso pobremente regulado es parecido a la
hematopoyesis normal, ya que las células leucémicas y las hematopoyéticas
normales coinciden en la propiedad de autorenovarse y en que el blanco de las
células leucémicas son las células HSC, por lo que segun el linaje celular que se
afecta se clasifican los tipos de leucemia que existen (mieloides o linfoides), las
cudles pueden ser agudas o crénicas (Passegué et al, 2003).

Diferentes tipos de translocaciones y aberraciones genéticas son
encontradas dentro de las distintas leucemias mieloides y estas, son asociadas a
los tipos de células inmaduras que existen en diferentes estados de diferenciacion
(Sachs, 1996). El origen de las células leucémicas no es del todo comprendido, se
especula que las células leucémicas podrian originarse por mutaciones causadas
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en sus progenitores o por la expresion selectiva de genes que aumentan su

capacidad limitada de autorenovarse (Passegué et al, 2003).

La translocacion es una de las mas frecuentes anormalidades asociadas a
AML. En el humano se han identificado translocaciones en las proteinas de union al
potenciador (CBFA2, PEBP2aB) y RUNX1 en el cromosoma 21 y ETO en el
cromosoma 8. Mientras que el 95% de pacientes con leucemia cronica poseen el
cromosoma Filadelfia, una traslocacion que sufre el cromosoma 22, lo que produce la
proteina quimera BCR-ABL, que se expresa en células sanguineas, ademds de que
generalmente no expresan la proteina p53 (Di Baco et al, 2000., Tenen, 2000).

Las células leucémicas requieren de la absoluta capacidad de propagar la
enfermedad por lo que lo hacen mediante su autorenovacion y desarrollando
mecanismos que evaden la muerte celular programada; aunque sélo un pequefio
grupo de células leucémicas son capaces de proliferar extensivamente in vitro e in
vivo. Su crecimiento es independiente de ser restringido por algun factor de desarrollo
y son resistentes a apoptosis (Passegué et al, 2003., Di Baco et al, 2000).

Aunque se estd trabajando en la identificacion de los mecanismos de
transcripcion y las vias de transduccion de seriales involucradas en las decisiones del
destino de las HSC y de células leucémicas, se desconoce como es que se llevan a
cabo estos procesos. El conocimiento de esta informacion es de vital importancia ya
que podria maximizarse el potencial clinico de las HSC en el tratamiento de
enfermedades como la leucemia (Tenen, 2000., Hawley & Sobiesky, 2003).

Las citocinas que inducen diferenciacion en células hematopoyéticas normales,
también pueden inducir a las células leucémicas a diferenciarse a células maduras o
dirigir apoptosis, como en el caso de la combinacién de quimioterapia con M-CSF en
pacientes leucémicos (Hasegawa et al, 2000) o el uso combinado de G-CSF y acido
retinoico para inducir madurez en la linea leucémica mielomonocitica WEHI3BD+ (Li &
Sartorelli, 1992., Basu ef al, 2002).
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2. FACTOR ESTIMULADOR DE COLONIAS DE MACROFAGOS

2.1 Factor estimulador de colonias de macréfagos

El factor estimulador de colonias de macréfagos (M-CSF) conocido
alternativamente como factor estimulante de colonias 1 (CSF-1), es una citocina
especifica de linaje, la cual estimula la sobrevivencia, proliferacion y maduracion de
progenitores monociticos in vivo e in vitro (Bost et al, 2000, Shouqing et al, 2000;
Tagoh ef al, 2002). Su expresion es necesaria para mantener el fenotipo monocitico
en la célula, aunque no es suficiente para inducir un compromiso irevocable a la
diferenciacion (Pierce et al, 1990).

El M-CSF originalmente observado en macréfagos también se expresa
constitutivamente en otros tipos celulares como células epiteliales de ovario y del
trofoblasto. EI M-CSF interactia con una clase de receptores de alta afinidad
expresados especificamente en células del linaje monocitico-macréfago y células
endoteliales (DeKoter et al, 1998). Durante el desamollo de raton es expresado en
fagocitos del saco vitelino y su expresién es mantenida durante toda la vida adulta
(Tagoh et al, 2002).

El M-CSF es un homodimero formado por puentes disulfuro que se sintetiza
como proteina transmembranal y es procesada por protedlisis para producir su forma
soluble, cuyo peso molecular varia de 70-90 kDa. Se sabe que la porcién
biolégicamente activa del M-CSF consta de 152 aminoacidos en la regién amino
terminal, aunque, estudios estructurales indican que M-CSF es una molécula que
necesita la adicién de glucosaminoglicanos para tener actividad biologica (Shouging et
al, 2000., Ryan et al, 2001).

2.2 Regulacién génica

La expresion del M-CSF y su receptor (M-CSFR, CSF-1R o c-fms) se han
relacionado con un compromiso de las células precursoras multipotenciales a
macrofagos, ya que su expresion esta restringida a este linaje (Tagoh et al, 2002).
Se sabe que la diferenciacion hacia macréfago esta precedida por la aparicion del
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receptor en la superficie. Existe la posibilidad que se pueda detectar bajos niveles
de mRNA del proto-oncogen c-fms en precursores mieloides, por el contrario,
puede no detectarse la proteina en la superficie (Orlic et al, 1995). Sin embargo,
los progenitores comprometidos de macréfagos toman la decision de diferenciarse
antes de la aparicién de c-fms en la superficie celular (Tagoh et al, 2002).

La sintesis de M-CSF puede ser inducida por IL-1, TNFa, INFy, GM-CSF y
el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). Por el contrario, las
prostangladinas, glucocorticoides, TGFB y sustancias que logran un aumento de
AMPc intracelular inhiben la sintesis de M-CSF (Morris, 1991).

El gen M-CSF humano esta compuesto por 10 exones a de largo de 20 Kb
en el cromosoma 1p21-p13 cerca de los genes de las amilasas. En ratén este gen
esta localizado en el cromosoma 3 y es procesado para producir un mRNA de
3922 pb. Se sabe que numerosos elementos conservados, que se encuentran
préximos al promotor del gen M-CSF, se encargan de controlar su expresién al
formar complejos que se unen al promotor. Un ejemplo, es el complejo BAF de
mamiferos que regula la expresion del M-CSF, modificando la estructura de su
cromatina en secuencias formadoras de DNA-Z (Liu et al, 2001). Estudiando las
regiones reguladoras que controlan la expresién del M-CSF, se encontré un
fragmento de 774 pb rio arriba del promotor que contiene varios elementos
reguladores que actian en cis y que resultan ser suficientes para dirigir la
expresion de este gen en muchos tejidos en ratén (Abboud et al, 2003).

2.3 Receptor al factor estimulador de colonias de macréfagos

El receptor a M-CSF (165 KDa) pertenece a la familia de tirosina cinasas tipo lli,
posee un dominio de unién al ligando extracelular, que se divide en 5 subdominios
tipo inmunoglobulina (lg) y un dominio intracelular de tirosina cinasa interrumpido por
una secuencia de aminodcidos hidrofilicos, que terminan el inserto de cinasa
(Shougqing et al, 2000).
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El gen c-fms humano se encuentra en el cromosoma 5g33.3 a lo largo de
60 Kb, esta compuesto de 22 exones que producen un mRNA de 3975 pb y su
expresion puede inducirse por moléculas como IL-10 (Hashimoto ef al, 1997). En
humano, su transcripcién inicia con 2 exones separados por un intrén de 25 Kb. El
exon 1 es transcrito sélo en células del trofoblasto y el exén 2 en macréfagos. En
raton la transcripcion en el trofoblasto ocurre varios sitios rio arriba del sitio de
inicio, generando exones que sufren splicing alternativo. El c-fms de raton se
encuentra localizado en el cromosoma 18 a lo largo de 26 Kb y produce un mRNA
de 3312 pb (Tagoh et al, 2002).

El promotor de c-fms contiene elementos ricos en purinas que le permiten
interaccionar con factores reguladores, como PU.1 y miembros de la familia de
Ets. Un ejemplo es FIRE (elemento regulador intrénico del Fms o c-fms). Este
elemento se encuentra rio abajo del gen y coopera con el promotor para la
adecuada expresion de c-fms (Tagoh et al, 2002).

2.4 Ruta de seifializacién

El receptor para M-CSF se activa por union a este factor, lo que provoca la
dimerizacién del receptor. Los dominios citoplasmaticos de tirosina cinasa del
receptor se activan para poder reclutar a proteinas de sefializacion citoplasmaticas
que tienen homologia Scr-2 o dominio de unién de fosfotirosina. En el receptor del
M-CSF de humano y ratén se han identificado seis residuos de fosfotirosina en el
(Y561/Y559, Y571/Y569, Y699/Y697, Y708/Y706, Y723/Y721 y Y809/Y807)
(Yeung & Stanley, 2003., Ridley, 2001).

El residuo Y561/Y559 interactua con proteinas de la familia de Src cinasas,
lo cual parece estimular la sintesis de DNA del M-CSF. El residuo Y571/Y569 es
requerido para la activacién y endocitosis del receptor del M-CSF. El residuo
Y699/Y697 se une a la proteina de unién al receptor (Grb2). La proteina Grb2 une
al receptor a Ras, una cinasa que es regulada por senal extracelular (ERK).

También se fosforila Cbl (una proteina con sitios SH2), lo que permite la
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asociacion de Crkll y la subunidad p85 kDa de PI3K (fosfaditilinositol 3 cinasa),
formandose un complejo cuaternario que continda con la transduccion de sefiales
(Husson et al, 1997) y permite que PI3K llegue a la membrana para generar IP3
(1, 4, 5 trifosfato de inositol).

Por ofra parte, existen datos de que la proteina c-Src mediante sus
dominios SH3 también se une a la subunidad adaptadora p85, la cual es rica en
prolinas y activa la subunidad catalitca p110 para activar cambios en el
citoesqueleto de osteoclastos (Grey ef al, 2000).

Dimerizacion o S 2
M‘CSF Autofosforilacion Sefializacion Dimer 5-5 Fosforilacion

il

Migracion
M-CSFR Sobrevivencia
Desarrollo

Figura 2 Modelo de /a transduccién de sefiales del M-CSF (Tomado y modificado de Yeung & Stanley, 2003).
La unién de M-CSF a M-CSFR desencadena la fosforilacion del receptor, lo que permite asociarse a Grb2/Sos. La
fosforilacion de tirosinas en oftras moléculas de sefializacion como Chbl y las subumidades de PI3K hace que Sos se
disocie y se forme el complejo con Cbl, PI3K y Grb2.

En la regién Y723/Y721 se une PI3K y a PLCy2. Una vez que se reclutan
proteinas PI3K se traduce una sefnal antiapoptética por la interaccion PKB/Akt y
PLCy2 se encarga de mantener el compromiso de la célula en el linaje monocito-
macrofago (Ridley, 2001). Mientras que el sitio Y708/Y706 parece estimular a

transductores de senales y activadores de la transcripcion (STAT1). Por su parte,
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Y809/Y807 se ve involucrado en eventos de mitogénesis en fibroblastos. También
hay reportes que dicen que la union a c-fms incluye la activacion de proteinas
GTPasas del tipo Shc y SHIP-1. Al parecer el receptor a M-CSF se ve involucrado
en vias multiples y paralelas de sefalizacion que finalmente convergen para lograr
la expresion de genes inducidos por el M-CSF, la sobrevivencia y proliferacion de
la célula (Dey ef al, 2000).

2.5 Funcién biolégica del M-CSF

Al M-CSF y a su receptor inicialmente se les atribuyé un papel esencial en la
implantacion trofoblastica y en el desarrollo normal de macréfagos. Sin embargo,
estudios recientes sugieren que M-CSF y c-fms también participan en el desarrollo de
la glandula mamaria durante el embarazo y la lactancia, ya que su expresion es
regulada por prolactina, insulina y glucocorticoides. Por lo que, ratones osteopétricos
homocigotos (op/op) son incapaces de producir leche por que se origina un incompleto
desarrollo de la gldndula mamaria (Sapi & Kacinski, 1999). En células de la decidua, el
M-CSF se encarga de inhibir la expresién de MHC-ll inducidas por INFy, lograndose
reducir el riesgo inducido de aborto (Vassiliadis & Athanassakis, 1994).

Los ratones osteopétricos también muestran reduccién o ausencia de
osteoclastos, macréfagos peritoneales y macréfagos subcapsulares de los nédulos
linfiticos, mientras que la produccién de fagocitos del bazo, timo, células de Kupffer,
alveolares y de la microglia se ve gravemente afectada (Guidez et al, 1998). Cuando
estos ratones son tratados para que expresen el promotor del M-CSF y su primer exén
se logra corregir la osteopetrosis, dario neurolégico, disminucion del peso, defectos en
la denticion y en la reproduccion (Ryan ef al, 2001).

El M-CSF humano es un potente quimioatrayente para células 32D con c-
fms, lo que sugiere que el M-CSF sirve para reclutar monocitos de la circulacién a
sitios lesionados o inflamados (Pierce et al, 1990). Las células 32D no expresan el
c-fms en forma constitutiva, por lo que la sola presencia de M-CSF no puede
inducir su diferenciacién a monocitos (Soddu et al, 1996., Sweet & Hume, 2003).

17



In vitro, el M-CSF es conocido por estimular la respuesta inflamatoria,
mientras que in vivo es capaz de estimular a leucocitos PMN residentes para
producir IL-6 y TNFa (Chapoval et al, 1998).

3. FACTOR ESTIMULADOR DE COLONIAS DE GRANULOCITOS-

MACROFAGOS
3.1 Factor estimulador de colonias de granulocitos-macréfagos

El factor estimulador de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF) o
factor estimulador de colonias 2 (CSF-2) es una glucoproteina monomérica de 14-
35 KDa que induce la proliferacion y diferenciacién de células progenitoras de la
médula dsea del linaje granulocito-macréfago y esta involucrado en la respuesta
fisiolégica durante infecciones y procesos inflamatorios. Es producido por células
T (Th1 y Th2), linfocitos B de la zona del manto, macréfagos, células cebadas,
células endoteliales, células epiteliales, neutréfilos y fibroblastos en respuesta a
diferentes estimulos activadores de la respuesta inmune (Liu & Grundstrém,
2002).

3.2 Regulacién génica

En el humano y ratén el gen para GM-CSF se localiza rio abajo del gen
para IL-3, separados so6lo por 10 Kb en un locus que incluye los dos genes y
numerosos elementos reguladores, todos dentro de una regién de 30 Kb. El gen
del GM-CSF humano se localiza en el cromosoma 5q31.1 y es procesado para
originar un mRNA de 3175 pb formado por 4 exones. En ratdn, el gen se localiza
en el cromosoma 11 en un locus que forma parte de un cluster de citocinas que
incluye a los genes para IL-4, IL-5 e IL-13. (Cockerill et al, 1999).

La region 5' del gen de GM-CSF contiene varios elementos reguladores
conocidos como elementos conservados de linfocina (CLE). El elemento O (CLEO)
se localiza 40 pb rio arriba del sito de inicio de la transcripcion y contiene sitios de
unioén para los factores de transcripcién Ets y AP-1. Cercano a este elemento se
encuentra el sitio de unién para Runxic (también llamado AML1) y un poco mas
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alejado estéan los sitios para Sp1 y el factor nucleolar NFk, situado a 70 y 90 pb
del sitio de inicio (Liu & Grundstrém, 2002).

Se sabe que la expresién de GM-CSF es tejido especifica y puede ser
inducida en respuesta a agentes proinflamatorios como LPS, IL-1, IL-2, INFy,
TNFa y TNFB; siendo esta expresion dependiente de calcio (Cockerill et al, 1999).
En linfocitos T, se sabe que la transcripcion de GM-CSF es estimulada por efecto
de Ca2+/calmodulina dependiente de calcineurina fosfatasa, aunque esta
transcripcién puede ser bloqueada por Ca2+/calmodulina dependiente de cinasa |,
por la fosforilacion de serinas en los sitios de unién de Ets, inhibiendo asi la
transcripcion (Liu & Grundstrém, 2002).

La expresion del GM-CSFR en el humano es regulada negativamente por
GM-CSF, TNFa y moléculas que activan a proteina cinasa C (PKC) en neutrdfilos,
monocitos y progenitores mieloides (Cannistra ef al, 1990).

3.3 Receptor al factor estimulador de colonias de granulocitos-macréfagos

El receptor para GM-CSF es expresado especificamente en neutréfilos,
eosindfilos y en leucocitos polimorfonucleares (presentandose como un receptor
de alta afinidad K4=199 pM, con 100-1000 copias/célula). También este receptor
ha sido identificado en mieloblastos de pacientes humanos con leucemia
mielomonocitica (Xiao-Hong et al, 1994).

El GM-CSFR es un receptor heterodimérico que se compone de una
cadena alfa especifica de la citocina (GM-CSFRa de 45 KDa) que se une a su
ligando con baja afinidad (Ky =3-7nM) y una cadena comun beta (GM-CSFRB de
120 KDa) que es la transductora de la sefal, siendo compartida con los receptores
a IL-3 e IL-5 y se asocia con la subunidad a, para formar un receptor de alta
afinidad (Kq=20-40pM). GM-CSFRa también puede estar presente en células no
hematopoyéticas como células de la placenta y melanoma, mientras que la
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presencia de GM-CSFR se encuentra restringido a células mieloides (Xiao-Hong
et al, 1994).

El gen del GM-CSFRa de humano se localiza en la region
pseudoautosomica (PAR) en el extremo del brazo corto de los cromosomas
Xp22.32 y Yp11.35, en una region que abarca 45 Kb y en ratén en el autosoma
19. El promotor para GM-CSFRa se encuentra 195 pb arriba del sitio de inicio de
la transcripcién. Al igual que ofros genes que son regulados durante la
diferenciacion mieloide, no contiene la caja TATA en la region 5'. Posee regiones
ricas en purinas que le permiten la unién a PU.1 en la parte 5' del gen. El factor
PU.1 también posee la misma cercania con el sitio de inicio de la transcripcion del
c-fms (Hohaus, et al 1995).

Rio arriba de los sitios de union para PU.1, existen secuencias con sitios de
unién para proteinas de uniéon a CCAAT, como las proteinas de unién al
potenciador C/EBPa, C/EBPB y C/EBP3 quienes se encargan de regular la
expresion de genes del linaje mieloide durante la diferenciacion mielomonocitica
(Hohaus, et al 1995).

3.4 Ruta de seiializacién

El GM-CSR no tiene dominio de tirosina cinasa por lo que recluta proteinas
cinasas relacionadas con Src, como la proteina JAK2 (Janus cinasas), que tiene 7
regiones de homologia, llamados dominios JH (homélogos a Janus), que comparten
las caracteristicas de otros dominios de tirosinas cinasas. Esta proteina posee un
dominio de pseudocinasa llamado JH2, que es esencial para la actividad de
fosfotransferasa y es capaz de acoplarse a STAT; aunque la secuencia amino terminal
de JAK2 es quién confiere la union a la cadena B del receptor (Ortmann ef al, 2000).

La molécula adaptadora de transduccion de sefales (STAM) es fosforilada en
respuesta a GM-CSF y de esta forma STAM se asocia a JAK para formar un complejo
con el receptor. Una vez que las JAK fosforilan a las isoformas STAT1, STAT3 y
STATS. Estos factores se heterodimerizan u homodimerizan via interacciones SH2 y
se translocan al nuicleo para regular la transcripcion de genes (Soldi ef al, 1997).

20



3.5 Funcién biolégica del GM-CSF

El GM-CSF estimula el desarrollo in vitro y la diferenciacion de colonias de
células progenitoras del linaje granulocito-macrofago, aunque también potencia la
fagocitosis de neutréfilos y monocitos maduros (Metcalf et al, 1986). En leucocitos
polimorfonucleares (PMN) y eosindfilos humanos aumenta el metabolismo
oxidativo y aumenta la sobrevivencia celular (Begley ef al, 1986).

MigraLSn al nicleo

Transcripcion

Figura 3. Modelo de la transduccién de sefiales del GM-CSF (Tomado y modificado de Ortmann et a,
2000). Las subunidades del receptor activan Jaks, quienes se autofosforilan y fosforilan residuos de tirosina
del receptor, de este modo los STAT forman dimeros y migran al niicleo.

El GM-CSF in vivo interviene en el reclutamiento y activacién de células
mieloides a sitios de inflamacion; estimula la actividad antimicobacterial de
monacitos y linfocitos, lo que resulta de interés para el tratamiento de
enfermedades infecciosas en pacientes con SIDA (Blanchard et a/, 1991). Por otro
lado, también se postula su uso como molécula diferenciadora en pacientes con
inmunodeficiencias que desarrollan neutrocitopenia (Hewit ef al, 1993).
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Con respecto a la liberacion de citocinas, el GM-CSF aumenta la
praduccion de IL-1 e indirectamente puede estimular la liberacién de IL-2 en
células procesadoras de antigenos. Ademas, junto con IL-3 puede activar la
citotoxicidad de monocitos humanos, por induccién de TNFa (Morrisey et al,
1987). Ratones transgénicos que expresan constitutivamente este gen muestran
una aumentada motilidad de macréfagos, lesiones inflamatorias en ojos y musculo
acompanados de grandes acumulaciones de macréfagos en la cavidad pleural y
peritoneal, lo que debe de involucrar una regulacion del gen a nivel
transcripcional, ya que su presencia es observada en distintos tejidos (Nichilo &
Burns, 1992).

La interrupcion en la expresion del gen GM-CSF tiene un efecto
relativamente bajo en el linaje macrofagico, con la excepcion de defectos
funcionales en macréfagos alveolares, por lo que su expresion no es esencial en
el desarrollo de poblaciones de macréfagos independientes de M-CSF (Guidez ef
al, 1998).

4. RECEPTORES Fc GAMMA

4.1 Diversidad estructural de receptores FcRs

A las diferentes clases de receptores que tienen la capacidad de
interactuar con el dominio Fc de inmunoglobulinas circulantes o con complejos
antigeno-anticuerpo se les conoce como FcRs. Se considera que existen
receptores especificos para cada clase de cadena pesada y su funcion fisioldgica
varia entre los diferentes tipos celulares (Hogart, 2002).

El grupo de FcRs incluye el receptor de alta afinidad a IgE, el FceR y los
receptores de alta y baja afinidad para IgG conocidos como receptores Fc gamma
(FcyR) (Beigier ef al, 2003., Ravetch, 1994). Existen tres tipos de FcyR, cuya
distribucién tisular y actividad biolégica es caracteristica y su expresion se
considera una propiedad que es adquirida por células mieloides durante el

proceso de diferenciacion (Calcagno et al, 1982).
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4.2 Estructura

Los receptores FcyRs son glucoproteinas de membrana compuestas de
una subunidad o de unién al ligando que consiste de un dominio de Ig de la clase
C2 (Ravetch & Clynes, 1998). Asociada a la subunidad o se pueden encontrar a
las subunidades accesorias de sefializacion: las cadenas CD3y, { (o ambas). La
cadena y es una proteina de 7 KDa (Melendez et al, 1998), originalmente
identificada como un componente del FceRI de mastocitos, mientras que la cadena
{ forma parte del complejo antigeno receptor de las células T y B (TCR y BCR)
(Hogart, 2002).

En general los FcyRs interactuan con todas las subclases de IgG que por su
peso molecular, afinidad y especificidad por ligando, se clasifican en tres grupos:
el receptor de alta afinidad FcyRI (CD64), con una constante de asociacion
K.=10’- 10°M", capaz de unirse a un monémero de IgG por poseer un tercer
dominio extracelular en la subunidad a, los receptores de baja afinidad FcyRl|
(CD32) y FeyRIll (CD16) con una Ks=<10’M", estos (ltimos receptores fijan
preferentemente complejos de IgG (Dijstelbloem ef al, 2002).

FcyRI y FeyRllla son receptores activadores que en su dominio citoplasméatico
no presentan un motivo activador de tirosina del inmunoreceptor (ITAM), por lo que se
asocian con las cadenas vy, { y B para desencadenar la activacion celular. FeyRlIlb es
un receptor inhibitorio que contiene un motivo inhibidor de tirosina del inmunoreceptor
(ITIM), mientras que FcyRlla presenta ITAM (Billadeau & Leibson, 2002). La excepcion
es FcyRlIllb quién se une al sitio externo de la membrana plasmatica a través de
moléculas de glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Qin et al, 2000).

4.3 Receptor de alta afinidad FcyRI (CD64)

El receptor FcyRI de humano es una glucoproteina de membrana de 72
KDa en humano y 70 KDa en raton. Se expresa constitutivamente en monocitas,
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macréfagos y células dendriticas. Aunque su induccién también puede

presentarse en neutréfilos y eosindfilos (Uciechowsky et al/, 1998).

FcRI FcyRila b1,b1'" b2 b3 FcyRllla FeyRIlb

A B.C/A AC, B/B AlA B

Figura 4. Estructura de los recepiores FcgammaR (FcyR) de humano y ratén. Todas son moléculas transmembranales, con la
excepcion de hFcyRIIIB que se encuentra anclado a la membrana a través de giicosilfosafatidilinositol (GPI), las subunidades
individuales se muesiran en lelras griegas. Se muestran los dominios exdracelulares. Los motives de activacion de tirosina del
receptor (ITAM) son de dominio citoplasmdtico y se indican por cilindros, mientras que e motivo inhibidor (ITIM) se observa en el
rombo. Los genes que codifican para los receptores de raton estén subrayados (Tomado y modificado de Kazatchkine & Kaveri,
2001),

Los tres genes A, B y C descritos para este receptor estan formados por 6
exones, que se localizan en el cromosoma 1921.1 humano. El gen A codifica para
una proteina transmembranal. Un transcrito del gen B codifica para otra forma
transmembranal con dos dominios en la regién extracelular, mientras que un
segundo transcrito de B y C codifican para receptores solubles. En ratén sélo
existe el gen A, el cual se localiza en el cromosoma 3 (Flores et al, 1998).

El FcyRI contiene tres dominios extracelulares para IgG. El primer dominio
es responsable de la estabilizacion estructural y el segundo dominio de unién al
ligando. El dominio 3 le confiere la alta afinidad, lo que le permite interactuar con
todas las subclases de IgG (Dahlstrém, 2001).
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Se conace que el FcyRI participa de forma importante en la fagocitosis y en
la union de complejos inmunes, ademas interviene en la generacion de acido
araquidénico, en la secrecion de quimosinas y citocinas que intervienen en la
degranulacion celular potenciando la repuesta inmune (Tkaczyk et al, 2002,
Beigier et al, 2003).

En células mieloides el INFy induce la expresion del gen FcyRI via PU.1 que
interactda con la maquinaria de la transcripcién y STAT que permite la activacion
del promotor mediante la proteina de unién a CREB (CBP) (Aittomaki, et al, 2002).
También se sabe que el TNFa y el LPS inducen un incremento en la expresion de
FcyRI humano. Mientras que en raton el INFy y la IL-1 inducen la expresién de
este gen en células mieloides (Hulett & Hogart, 1994., Fernandez et al, 2002a.,
Cordova, 2003).

4.4 Receptor de baja afinidad FcyRIl (CD32)

El FcyRIl de humano se encuentra ampliamente distribuido en diferentes tipos
celulares y a excepcion de las células NK, se expresa practicamente en todos los
leucocitos. También se expresa en otros tipos celulares como células del trofoblasto,
células endoteliales del villi de la placenta y células de Lagerhans (Flores et al, 1998).
La expresion de FcyRIIB de raton se expresa preferentemente en linfocitos B, células
dendriticas, monocitos y macrofagos, mientras que las isoformas de los genes
FcyRIIA y FoyRIIC se expresan en neutrdfilos (Dijstelbloem et al, 2002).

El FcyRIl es una glucoproteina de 40 kDa, que se presenta en 6 isoformas,
siendo todas transmembranales, con excepcion de un receptor soluble. Tres
genes diferentes codifican las variantes humanas (A, B o C) de FcyRIl que estan
constituidos por ocho exones que se encuentran localizados en el cromosoma
1.q23-24, separados de los genes del receptor FcyRIIl por 200 Kb, mientras que
en el ratdn sélo se ha identificado un gen, localizado en el cromosoma 1
(Femandez et al, 2002b).

25



La regién citoplasmatica del receptor Il esta codificada por tres exones,
mientras que la de los receptores | y lll sélo tienen un exdn que codifica para la
region citoplasmatica. Aunque sus 2 dominios extracelulares y el transmembranal
se encuentran altamente conservados, la regién citoplasmatica posee gran
heterogeneidad, lo que sugiere que cada isoforma puede enviar diferentes sefales

al interior de la célula (Dahlstrém, 2001).

En ratén sélo el inhibitorio FcyRIIB es expresado. De un simple gen que
codifica para FcyRIIB se forman 4 variantes diferentes, quienes difieren sélo en su
cola citoplasmatica. Las isoformas B1 y B1’ difieren en que B1’ presenta un inserto
de 19 aminoéacidos en la region 5' del exdn. La isoforma B2 a diferencia de B1
carece de un fragmento de 47 aminoéacidos y B3 es una variante soluble de B2
expresado en macréfagos que carece de las secuencias que codifican para las
regiones intracitoplasmatica y transmembranal (Williams et al, 2000).

La activacién de FcyRIIb desencadena apoptosis en células B y eosindfilos,
ademas de afectar la proliferacion de células B, sus vias de sefalizacion
intracelular que activan la respuesta inmune, la secrecion de IgG y la presentacién
de antigenos (Dahlstrém, 2001).

FcyRIIb es necesario para la regulacion de la liberacion de calcio inducida
por el receptor de células B y la proliferacion celular, por lo que FcyRliIb es capaz
de inhibir la proliferacién de los linfocitos B. Esta caracteristica de FcyRllb
contribuye al mantenimiento de la tolerancia periférica durante la maduracién de
células B, al provocar la delecion de linfocitos de baja afinidad. La inactivaciéon de

FcyRIlb genera una intensa respuesta inmune (Fermandez, 2002a).

También se sabe que FcyRllIb participa en la acreditacion de ICs en la
sangre, evento que se lleva a cabo con la unién de ICs al receptor del
complemento (CR1) en eritrocitos y posteriormente son transferidos a fagocitos,
gracias a la accion de FeyRIlb (Dijstelbloem et al, 2002). FcyRIlb es considerado
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como un receptor no inflamatorio, cuya delecion provoca una aumentada
susceptibilidad a enfermedades inducidas por ICs. Polimorfismos en las regiones
reguladoras del gen FcyRIIB afectan su expresion y funcion del receptor, ya sea
en el desarrollo de auto-anticuerpos y acreditacion de ICs, siendo esto
manifestado en diferentes patologias autoinmunes (Wernersson et al, 1999., Jiang
et al, 2000).

Se sabe que el INFy induce la expresion de FcyRIl en células endoteliales
de la aorta humana (Pan, et al 1998), mientras que la IL-4 participa como inhibidor
de FcyRIIA, aunque puede provocar un aumento de FcyRIIB2 en monocitos.
Mientras que en ratén la IL-1 e INFy inducen la expresion de este receptor (Hulett
& Hogart, 1994., Lucas et al, 1998., Cérdova, 2003).

4.5 Receptor de baja afinidad FcyRIIl (CD16)

El FcyRIll murino es expresado en macrdfagos, células cebadas y
posiblemente en células dendriticas. Este es el unico FcyR expresado en células
NK murinas y de humano. Su peso molecular es heterogéneo, ya que se han
reportado formas desde 50 hasta 60 kDa, lo que podra explicarse por diferentes
grados de glucosilacion. Mientras que el receptor de humano pesa 72 kDa y es el
receptor Fc predominante en la sangre (Flores et al, 1998). En ratén, sélo una
forma de FcyRIll es expresada mientras que en humanos hay dos, FcyRIIIA y
FcyRIIIB, que se localizan en cromosoma 1.q23-24. Los genes para FcyRIIIA y
FcyRIIIB estén constituidos por 5 exones, los transcritos de ambos genes difieren
solamente en 10 nucledtidos y ambos codifican para receptores con una region
extracelular dividida en 2 dominios tipo Ig, un dominio transmembranal de 21
aminoacidos y una region citoplasmatica de 25 aminoacidos (isoforma a) o de 4
aminodcidos (isoforma b), esta diferencia se debe al cambio de fenilalanina en la
posicion 203, propia de una molécula transmembranal, mientras que la isoforma b
tiene una serina que provoca que el receptor se asocie a la membrana a través de
una molécula de glicosilfosfatidilinositol (GPI), haciendo de este un receptor no
transmembranal (Dahlstrém, 2001., Dijstelbloem et al, 2002).
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Los dos genes de este receptor se expresan de manera especifica en
determinados tipos celulares: el FcyRIIIA se expresa en macrofagos y células NK
donde interactia con IgG monomérica y agregada, mientras que FcyRIIIB se
expresa selectivamente en granulocitos y presenta baja afinidad por 1gG
monomeérica (Flores ef al, 1998).

Para ser funcionalmente activos, FcyRIIl tiene que asociarse con la cadena
y, siendo esto necesario para una correcta internalizacion de ICs. En células
cebadas de ratdn el Fcylll se asocia con la cadena y y B, donde la cadena B actua
como un amplificador de la respuesta de Fcylll mediada por la cadena y (Figura 6)
(Dahlstrém, 2001).

La internalizacion de ICs por la activacion de FcyRs puede influenciar a los
epitopes que son presentados por APCs, ya que ciertos epitopes son presentados
selectivamente después de su intemnalizaciéon por FcyRIll, especialmente en

células T donde se presentan epitopes cripticos (Dahistrém, 2001).

El FcyRIIIA de humanos es inducido por TGFB, mientras que INFy, GM-CSF
y G-MCSF estimulan la expresion de FcyRIIIB. En raton el GM-CSF, INFy, IL-1
induce la expresion de FcyRIl, mientras que IL-4 reprime la expresion de este gen
(Hulett & Hogart, 1994., Cordova, 2003).

4.6 Ruta de Sefalizacién

Los FcyRs son activados al interactuar con ICs, desencadenando una serie
de senalizaciones intracelulares que también son compartidas con los receptores
de células B (BCR) y T (TCR) (Billadeau & Leibson, 2002). Cuando se logra un
entrecruzamiento con el dominio extracelular del receptor hay una activacién de
fosfotirosinas cinasas (PTKs) de la familia Src localizadas en los motivos de
activacion del receptor al antigeno (ARAMs). Esta asociacion se lleva a cabo
mediante la secuencia consenso YXXL/I (X6-8) YXXL/I del ITAM (Kim et a/, 2002).
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Figura 5. Modelo de las transduccion de sefiales desencadenadas por los ITAMs e ITIMs en los receptores
FcyR (Tomado y modificado de Billadeau & Leibson, 2002). En las sefiales de activacion las PTKs se encargan de
fosforilar residuos de tirosina, para permitir la interaccién de tirosinas cinasas como Syk lo que permitira la produccién
de IP3 y calcio., mientras que en las sefiales de inhibicion las fosfastas SHIP o SHP1 interrumpirén estas sefiales de

La fosforilacion del receptor permite la interaccion de este, con otra clase de
tirosinas cinasas como Hck, Lyn, Fgr, Syk y ZAP-70 a través de interacciones en los
sitios SH2 del ARAM, lo que culminara con la fosforilacién de multiples moléculas de
sefalizacion involucradas en la activacion del receptor como Rac, Rho y Rab (Chuang

et al, 2000., Kim ef al, 2002).

Durante las sefales de activacion ocurre la fosforilacion de proteinas, el
incremento del calcio intracelular, produccién IP3 (1, 4, 5 trifosfato de inositol) y
DAG (diacilglicerol) principalmente a través de la familia de Src cinasas, PI3K y
fosfolipasa C (PLC) (Melendez et al, 1998). Las senales de activacion que son
iniciadas por receptores que contienen ITAMs asociados a la cadena y pueden ser
atenuadas por receptores que contienen ITIM. En contraste, cuando se activan
secuencias de ITIM, las proteinas PTKs se encargan de fosforilar el residuo de
tirosina de la secuencia citoplasmatica (I7V7L/S)-X-Y-X-X-(L7V). Lo que
desencadena la activacion de la fosfatasa de inositol SHIP o la fosfatasa de
tirosina (SHP1) (Okada ef al, 1998). Una leucina en la posicién (Y+2) favorece la
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unién a SHIP, mientras que una isoleucina en la posicion (Y-2) favorece la union a
SHP1 (Billadeau & Leibson, 2002).

SHIP puede hidrolizar a PIP3 de la membrana, liberando moléculas como
tirosinas cinasas de Bruton (Btk) y PLCy1. Por lo tanto la senalizacion de calcio es
suprimida debido a la disminucién del calcio extracelular. Mientras que, SHP1
remueve directamente grupos fosfatos de proteinas, revertiendo los efectos
principales que siguen a la activacion de PTKs (Rudge, 2000., Okada et al, 1998).

5. CASEINAS
5.1 Contenido proteico de la leche

La leche es un complejo nutricional que contiene mas de cien substancias
disueltas en agua. La caseina, la principal proteina presente en la leche se
encuentra dispersa en un gran numero de particulas en suspensién coloidal que
se conocen como miscelas (Wattiaux, 2002). Las proteinas de la leche son
agrupadas en el grupo de las caseinas y proteinas del suero ya que son estas
fracciones las que resultan, después de haber sido sometidas a la accién
proteolitica de la renina (Wattiaux, 2002., Gerritsen, 2001). La concentracién de
proteina en la leche bovina varia de un 3.0-4.0%, el cual esta compuesto entre un
76-86% por caseinas (30-35g/L) (Sorensen & O’donell, 2003., Brophy ef al, 2003).

5.2 Miscelas de caseinas

La fraccion de caseina de la leche bovina comprende cuatro proteinas as;.,
as2- (que son altamente fosforiladas), B- (mas hidrofébica) y k-caseina (glicosilada)
las cuales existen en una proporcién aproximada de 39, 10, 37 y 14%
(Marchesseau, 2002., Sorensen & O'donell, 2003). La k-caseina se encuentra en
la superficie de la miscela, mientras que el interior de la miscela esta compuesto
por las fracciones as (asi- ¥ Gs2- €N una proporcion 4:1) que estan altamente
fosforiladas y la B-caseina que se une a moléculas de fosfato de calcio,
contribuyendo a los altos niveles de calcio que se encuentra en la leche (Brophy ef
al, 2003., Dalgleish, 1988).
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Las miscelas de caseinas no sdlo incorporan sales de calcio, si no que
también presentan gran afinidad por cationes divalentes y trivalentes como el
fierro o el zinc, debido a sus residuos de serinas que se encuentran fosforilados en
las secuencias —SerP-SerP-SerP-Glu-Glu-. Los péptidos que presentan estas
secuencias son conocidos como caseinofosfopéptidos (CPP) (Marchesseau et al,
2002., Diaz et al, 2003).

5.3 Estructura de las caseinas

La heterogeneidad que existe en las caseinas surge de su procesamiento
postraduccional, ya que sufren fosforilacién, glucosilacién (sélo para k-caseina) o
son sometidas a la accion proteolitica de plasmina en el caso de la B-caseina.
Todas las caseinas son fosfoproteinas de bajo peso molecular (19-25 KDa) y son
fuertemente hidrofobicas en el rango de -» k-» as1.» @sz. (Dalgleish, 1998). La
diferencia que hay entre los grados de asociacion de las caseinas en las miscelas
se debe a la separacion que hay entre sus clusters hidrofdbicos y a las regiones
cargadas negativamente a lo largo de la cadena peptidica (Di Paola et al, 2000).

Las caseinas en si mismas no poseen una estructura terciaria definida. Sus
partes hidrofébicas pueden entrar en contacto con el agua sin que la proteina
rapidamente se pliegue para evitar esta intrusion. Las caseinas, también pueden
soportar el calor ya que no sufren alteraciones estructurales (Gerritsen, 2001).

La x-caseina difiere de ofras caseinas por que posee mayor solubilidad en
concentraciones mas altas del ion calcio. Parece ser que k-caseina es la clave
para la estructura de la miscela, ya que estabiliza a as- y B- caseina, quienes son
insolubles en calcio (Kumonsinski et al, 1991).

5.4 Actividades biolégicas
Cuando las caseinas son sometidas a proteolisis enzimatica y bacteriana,
se liberan péptidos bioactivos de cerca de diez aminoacidos, que se conocen

como exorfinas o casoxinas (a-caseina), casomorfinas (B-caseina) y casoxinas (x-
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caseina) (Teschemacher et al, 1997). Estos péptidos estimulan el sistema inmune
de recién nacidos y una mayor resistencia a infecciones virales y bacterianas en

adultos por estimular la produccion de fagocitos (Fiat et al, 1993).

Las B-casomorfinas actuan sobre la conducta, proliferacion de linfocitos de
sangre periférica y en los mecanismos de liberacion de histamina por leucocitos
(Teschemacher et al, 1997). Por otra parte, péptidos derivados de la 3-caseina
mostraron actividad modulatoria en la funcién de macréfagos (Sandré et al, 2001).

La B-caseina muestra actividad inmunomoduladora, ya que aumenta la
produccion de anién superdxido por neutréfilos y la proliferacion de linfocitos
(Wong et al, 1996), mientras que la x-caseina es capaz de actuar en la
melanogénesis, ya que tiene un efecto despigmentador, se sabe que el extremo
carboxilo del glicopéptido es quién promueve la proliferacion celular e inhibe la
actividad de tirosina cinasas en células B16 (Nakajima et al, 1996).

En células de la mucosa intestinal de raton, la a-caseina y su sal, el
caseinato de sodio induce la liberacién de colescitocinina, hormona involucrada en
la digestién e incrementan las concentraciones de calcio intracelular (Ferratetto ef
al, 2001., Hira et al, 2003). El hidrolizado de caseina bovina suprime la
proliferacién de linfocitos in vitro (Pessi, et al 2001). Por otra parte, existen datos
que indican que las caseinas poseen con actividad antihipertensiva (Mulvihill &
Fox, 1979) y antibiética (Lahov & Rehelson, 1996).

5.5 Caseinas y hematopoyesis

En el campo de la hematopoyesis se ha observado que la eliminacion de la
caseina en la dieta de ratones, provoca una reduccion en la generacién de leucocitos
y una dieta complementada con caseina reduce la mielosupresion (Aschkenasy,
1968). La caseina, también puede activar la eritropoyesis en ratones, ya que induce la
produccién de EPO (Okano ef al, 1992).
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Cuando se disuelve caseina en hidréxido de sodio, se obtiene el caseinato
de sodio (CasNa), una sal compuesta en un 65% de proteinas (Walstra & Jenners
1984). El CasNa cuando es inyectado via intraperitoneal en ratones, induce una
respuesta inflamatoria, promoviendo inicialmente la migraciéon de neutrofilos y
posteriormente de macréfagos a la cavidad peritoneal (Pasotti ef al, 1993) y un
incremento en la concentracion G-CSF y GM-CSF en esta cavidad (Metcalf, et al
1996). El CasNa también induce cambios morfoldgicos y funcionales en cultivo de
macréfagos de la microglia residentes hacia macréfagos activados (Yao ef al,
1990).

Ademas, en este laboratorio se han proporcionado evidencias de que la
inyeccion de CasNa a la cavidad peritoneal de raton, favorece la acumulacién de
granulocito-neutréfilos y de macréfagos, aunque solo induce la produccion de M-CSF
en los granulocitos (Santiago, ef a/ 1994), mientras que en células en banda de
médula 6sea se acelera su diferenciacion a neutréfilos segmentados en presencia de
CasNa (Bautista, 1998).

Se sabe que el CasNa al adicionarse al cultivo de células 32D, una linea
mieloide multipotencial de ratén dependiente de IL-3 y ampliamente usada en el
estudio de la hematopoyesis normal reduce la multiplicacién celular en forma dosis
dependiente a pesar de la presencia de IL-3 e induce diferenciacién hacia el linaje
monaocito-macréfago asi como la expresion de receptores Fc y produccion de

radicales libres (Ramos et al, 2000).
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Recientemente se demostré que el CasNa inhibe la proliferacion e induce la
diferenciacion hacia el linaje monocito-macréfago de las células 32D, una linea
mieloide multipotencial de ratén dependiente de IL-3, mientras que en la linea

leucémica mielomonaocitica de ratén WEHI3 también reduce la proliferacion.

No se conoce si esta modulacién en la proliferacion y diferenciacion es
mediada por la induccidon de la expresion de citocinas del linaje monocito-
macréfago, por lo que en este trabajo se determind el papel de la a-, B- y k-
caseina (principales componentes del CasNa) como moléculas que modulan la
expresion de genes del linaje monocito-macréfago (M-CSF, GM-CSF y sus
receptores) en un modelo de la hematopoyesis normal y leucémica.

Finalmente, para contar con un parametro de diferenciacién funcional,
también se establecid el efecto de estas moléculas en la expresion del mMRNA para
los receptores FcyR, una propiedad adquirida por células mieloides durante su
diferenciacién, ya que el CasNa induce formaciéon de rosetas, un indice para
evaluar la presencia de estos receptores en la linea 32D (Ramos et al, 2002).
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VI. JUSTIFICACION

Anormalidades en el proceso de formacion de células sanguineas,
conocidas como leucemias ocupan el séptimo lugar como causa de muerte en la
poblacién de todas las edades en la Republica Mexicana (Benitez, 2002). No
obstante, en la Ciudad de México la leucemia representa la segunda causa de
muerte en menores de 15 afos con un 8.3% y en la poblacién productiva (15-64
afios) presenta 1% de mortalidad (Sistema Nacional de Informacién en Salud,
2001), por lo anterior, resulta de interés el estudio de los mecanismos que
intervienen en la regulacion de la hematopoyesis normal y leucémica. De
comprobarse que las caseinas, aunque de naturaleza distinta a las citocinas
también modulan este proceso, estos estudios ampliarian el conocimiento basico
sobre el control de la hematopoyesis normal y leucémica y podrian ser de utilidad
para el planteamiento de nuevas opciones terapéuticas.
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VII. HIPOTESIS

El CasNa, que esta constituido por a-, B- y x-caseina, induce diferenciacion
hacia el linaje monocito-macréfago en la linea celular hematopoyética 32D. En la
hematopoyesis, las citocinas responsables de la diferenciacion macrofagica son M-
CSF y GM-CSF via la interaccion con sus receptores; por lo anterior, se espera que la
a-, B- y x-caseina sean capaces de modular la expresion del mMRNA de estos genes.
Ademas, se sabe que el CasNa induce la formacidn de rosetas en la linea 32D, por lo
que también es posible que las caseinas induzcan la expresion del mRNA de los
receptores FcyR.

Por otra parte, el CasNa y las caseinas inhiben la proliferaciéon de la linea
leucémica WEHI3, por lo que también se espera que estas moléculas induzcan la
expresion de genes del linaje monocito-macrofago.



Viil. OBJETIVOS

e« OBJETIVO GENERAL

Establecer si el CasNa, a-, - y x-caseina modulan la expresion de los genes del linaje
monocito-macrofago (M-CSF, GM-CSF y los receptores c-fms, GM-CSFRa y FcyRs)
en la linea nomal hematopoyética multipotencial 32D y la linea leucémica

mielomonocitica WEHI3 de ratén.

+« OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar si el CasNa, o—, B- y x-caseina inducen la transcripcion del gen M-CSF
y de su receptor c-fms en las lineas celulares 32D y WEHIS.

2. Determinar si el CasNa, a—, - y k—caseina inducen la transcripcion del gen GM-
CSF y de su receptor GM-CSFRa en las lineas celulares 32D y WEHIS3.

3. Determinar si el CasNa, a—, B- y x—caseina inducen la transcripcion de los genes de
los receptores Fc gamma (FcyRs) tipo |, Il y 1ll en las lineas celulares 32D y WEHI3.
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IX. MATERIAL Y METODOS

e Condiciones de Cultivo

La linea mieloide multipotencial 32D dependiente de IL-3 fue donada por la
Dra. T. Hoang del laboratorio de Hematopoyesis y Leucemia en Montreal, Québec,
Canada. La atmdsfera de cultivo es 5% de CO2 en medio Iscove's modified
Dulbeco’s (Gibco BRL USA), suplementado con 10% de suero fetal de bovino
previamente desactivado a 56° C (Gibco BRL USA), 0.5ng/ml de rmiL-3 (R & D
System USA), 25 pl/ml de ciproxina 0.2% y se incuba a 37° C en cajas Petri Fisher
(Fisherbrand Scientific, Pennsylvania).

La linea leucémica WEHI3 obtenida del ATCC (American Type Cuiture
Collection) se mantuvo en una atmésfera de cultivo de 5% de CO: en medio
Iscove’s modificado por Dulbeco’s (Gibco BRL USA), suplementado con 10% de
suero fetal de bovino, 0.1ng/ml de B- mercaptoetanol (Gibco BRL USA), 2.5 pliml
de ciproxina e incubado a 37° C en cajas Petri Fisherbrand.

« Tratamiento de las células 32D y WEHI3 con caseinato de sodio, «-, B-

y x- caseina.

El CasNa (Difco Laboratorios, Detroit, Michigan USA), z-, 8- y x- caseina
(SIGMA Chemical St Louis MO USA) se solubilizaron en agua desionizada estéril
y se esterilizaron por autoclave. Se prepararon a una concentracién de 2 mg/ml
(Ramos et al, 2000).

Las células 32D fueron cultivadas durante 24 horas a una densidad inicial
de 3x10° /ml y de 2x10° /ml para WEHI3. En el inicio de cultivo se adicionaron el
CasNa, las caseinas y como control del vehiculo se utilizé agua desionizada
estéril. Como control positivo para detectar FcyRs se utilizé INFy (25ng/ml)
(Ledesma, 2002).

Cuando el tratamiento fue de 6 horas, se cultivaron 6-8x10° cel/ml en

presencia y ausencia de los estimulos.
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La duracion del tratamiento para determinar el efecto en la expresion de los
genes M-CSF, c-fms, GM-CSF y GM-CSFRa. sus receptores fue de 24 horas. Para
los receptores FcyR fue de 6 y 24 horas.

« Cuantificacién celular
La cuantificacién celular se lleva cabo, resuspendiendo los cultivos celulares y
colocando alicuotas en un hemocitémetro bajo un microscopio optico (Carl Zeiss).
Para determinar la existencia de muerte por necrosis se empleé el método
de incorporacién de azul tripano (SIGMA Chemical St Louis MO USA), mezclada
en una proporcion 1:1 y observada al microscopio en un hemocitémetro y se
evallo la diferencia entre las tefiidas por el colorante (muertas) y no tefiidas.

¢ Extraccién de RNA
Las células obtenidas del cultivo celular fueron sometidas a lisis celular.
1. Se centrifugé el cultivo para obtener el botén celular a 500g durante 5 minutos.
Se decantd el sobrenadante.
2. Se resuspendi6 el botén con 3 ml de PBS (solucién buffer de fosfatos) y se
centrifugd a 500g durante 5 minutos. Se decanté el sobrenadante. Se hizo un
segundo lavado con 2 ml de PBS a la misma velocidad y duracién. Se decanto el
sobrenadante.
3. Con 1ml de PBS se resuspendi6 el botén y se transfirid todo el volumen a un
tubo de microcentrifuga, para su posterior centrifugacion durante 10 segundos.
Con micropipetas se desechd el volumen sobrante de PBS.
4. Se agregd 1ml de Trizol (por 6x10° células) (Invitrogen life techonologies CA,
USA) y se resuspendié vigorosamente. Las muestras se almacenaron a -70°C
hasta la extraccion del RNA.
Separacion de RNA
1. La muestra descongelada se incubé durante 5 minutos a temperatura ambiente
para lograr la disociacion de nucleoproteinas.
2. Se agreg6 200yl de cloroformo (SIGMA) y se incubd 5 minutos a temperatura

ambiente.
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3. Se centrifugd a 12000 rpm a 4° C durante 15 minutos.
Precipitacion
1. La fase acuosa se transfirié a un tubo de microcentrifuga estéril.

2. Para precipitar el RNA se agregé 800pl de alcohol isopropilico (Sigma), se agitd
manualmente y con un agitador mecanico. Posteriormente se centrifugdé a 12000
rpm a 4°C durante 10 minutos para obtener el botén de RNA.

Lavado
1. Se eliminé el sobrenadante. El botdn se lavé con 1 ml de etanol puro y se agit6.
Se centrifugé a 7500 rpm a 4° C durante 5 minutos.

2. Posteriormente se removid el sobrenadante y se dejd secar el boton a
temperatura ambiente.

3. El botén de RNA se disolvié en agua con DEPC (Dietilpirocarbonato 0.01%)
durante 10 minutos a 55° C y se almacené a -70° C.

¢ Cuantificacién de RNA
La cantidad de RNA fue determinada midiendo su absorbancia en una
dilucion 1:1000 de RNA con agua desionizada estéril en un espectrofotometro
(Systems 9600 Perkin Elmer, New Jersey) a una longitud de onda de 260 nm y la
pureza se determind por la proporcién de absorbancia a 260/280.

La integridad del RNA obtenido fue comprobada cualitativamente mediante
el corrimiento de un gel de agarosa al 2% tefiido con 4pl de bromuro de etidio (10
mg/ml) a 70mV (distinguiéndose las bandas 18S y 28S ribosomales).

e Preparacién de cDNA
Posteriormente el RNA mensajero fue retrotranscrito utilizando el kit de
PERKIN ELMER GeneAmp ARN PCR N808-0017, New Jersey, USA). El RNA
total (1pg) fue mezclado con 2 pl de MgCl, 25 mM, 1 pl de buffer de
retrotranscripcion 10x, 0.5 pl de agua DEPC (Dietilpirocarbonato), 4 pl de
desoxirribonucledtidos trifosfato (DNTPS 10mM), 0.5 pl inhibidor de RNAsa (20
U/mL) y 0.5 pl de enzima retrotranscriptasa reversa de virus de leucemia de raton
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MulLV, 0.5 pl de oligo dT y 0.5 pl de ditiotreitol (DTT). Las muestras fueron
incubadas a 42° C durante una hora, seguido por un aumento de la temperatura a
90° C por 10 minutos en un termociclador (Systems 9600 Perkin Elmer, New

Jersey). El cDNA obtenido fue mantenido a -20° C hasta su uso.

¢ PCR (Polimerase Chain Reaction)
La mezcla de reaccion consistié en 2 pl de MgClz, 4 pl de buffer de PCR
10x, 1 pl de desoxirribonucledtidos trifosfato (DNTPS), 28.35 pl de agua con
DEPC y 0.25 pl de Taq (Polimerasa de Termus aquaticus 5 U/ml).

Se adicion6é 0.2 pl de primer B-actina sentido (1pM) y 0.2 pl de primer 3-

actina antisentido.

A esta mezcla se le agrego el volumen de cDNA obtenido en la
retrotranscripcién. Se incubd la muestra por un minuto y cuarenta y cinco
segundos a 95° C, ligado a 35 ciclos de dos segmentos con 15 segundos a 95° C
y treinta segundos a 60° C. Posteriormente se incubd siete minutos a 72° C en el
termociclador (Techne model FGENOSTP, techne, Inc; Princeton, NJ, USA).

Los productos de PCR fueron almacenados a -20° C.
La ausencia de contaminantes de la mezcla de RT-PCR fue revisada por
muestras de controles negativos, es decir sin RNA.

¢-actina Sentido =~ GGGTCAGAAGGATTCCTATG 238 pb
g@g}““ et al. Antisentido GGTCTCAAACATGATCTGGG

Sentido TCGACATGGCTGGGCTCCC 527 pb
M-CSF Antisentido ATCAGGCTTGGTCACCACATC
(Raivich et al.
1998)
c-fms Sentido TTGTACCGAGCTTGAAGACCC 552 pb
gggg;chefsf- Antisentido AGCCTTGAGACTGAGAGCCC
GM-CSF Sentido TTTACTTTTCCTGGGCATTGTGGTC 340 pb

(Bost efal. 2000)  aptisentido CCGCATAGGTGGTAACTTGTGTTTC
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GM-CSFRa Sentido  GAG GTC CAC AGG TCA AGG TG 598 pb

ﬁ%‘;;;"er etal Antisentido GAT TGA CAG TGG CAG GCT TC

FeyRI Sentidoc TGCAGGAGTGTCCATCACGGGGGGTGGGAAAGA  350pb

tendacat, Antisentido GGATGTGAAACCAAGACCAAGGAGGTGATGA

(F;vF;ll i Sentido GCTGGAGGAACAAACTACTGAACAG B1477 pb
anaor el ai, H H

Py Antisentido GCAGCTTCTTCCAGATCAGGAGGA B2 339 pb

FeyRill Sentido CACTTGTTCTTTGAGGAGCCTGGTGCT 256 pb

fSor. 4.  Antisentido AGTCACAGTGGGGACTACTACTGCA

Tabla 2. Secuencias de oligonucledtidos. Todos los oligonucledtidos tuvieron una Tm de 60° C.

+ Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de PCR fueron visualizados por electroforesis en geles de
agarosa a una concentracion del 2% diluidos en TBE 1X (Tris, Boris acid and
EDTA) y tefiidos con bromuro de etidio (10 mg/ml).

Se emplearon marcadores de peso molecular de 147, 160, 180, 190, 201,
217, 242, 307, 404, 527 y 622 pb (Biotecnologias universitarias, México).

Los geles se corrieron a un voltaje de 70 V y se visualizaron las bandas en
un transiluminador de UV. Las fotografias fueron tomadas con camara CCD
Foto/Analyst (Fotodyne, Hartland USA).

Todos los ensayos fueron realizados cuando menos tres veces de forma
independiente. Los resultados de proliferacion y viabilidad celular fueron
sometidos a una prueba de T para diferencia de medias con una P< 0.05 respecto

al basal.
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X. RESULTADOS

Las caseinas inhiben la proliferacion de la linea celular mieloide multipotencial

32D y de la linea leucémica mielomonocitica WEHI3.

Recientemente se demostré que el CasNa inhibe la proliferacién de la linea
normal mieloide 32D y de la linea leucémica mielomonocitica WEHI3 a las 96 horas
de cultivo. Ademas, el CasNa induce diferenciacion hacia el linaje monocito-macréfago
en la linea 32D (Ramos ef al, 2000). Datos adicionales en este laboratorio también
indican que las caseinas, moléculas que componen el CasNa también muestran un
efecto modulatorio en la hematopoyesis.
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Figura 6. Efecto del caseinato de sodio (CasNa), la alfa, beta y kappa caseina (2mg/mli)
en la proliferacion de la linea celular 32D (A) y WEHI3 (B) durante 24 horas de cultivo. E|
vehiculo del tratamiento es agua desionizada estéril. Diferencia significativa (P<0.05) con
respecto al vehiculo (+)

Para cubrir con nuestros objetivos, fue necesario confirmar que las caseinas y
el CasNa efectivamente frenan la proliferacion, incluso a las 24 horas de cultivo, sin
alterar la viabilidad celular. Para ello fue necesario cultivar células 32D (3 x 10° cel/ml)

y WEHI3 (2 x 10° celiml) en presencia y ausencia de CasNa, oa—, -y x—caseina



(2mg/ml) durante 24 horas. Los resultados indican que todas las caseinas muestran
un efecto inhibitorio sobre la proliferacion de ambas lineas celulares sin afectar su
viabilidad (Figura6y 7).
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Figura 7. Efecto del caseinato de sodio (CasNa) y las caseinas en la viabilidad celular
de la linea 32D (A) y WEHI3 (B) a las 24 hrs. Sin diferencia significativa (P<0.05).

El CasNa, la a-, B- y k- caseina inducen la expresiéon de mRNA del gen M-CSF y
de su receptor en la linea celular 32D.

La disminucién en el indice de proliferaciéon celular (sin que se afecte la
viabilidad) puede implicar que existe diferenciacion en las células. Tomando en cuenta
que el factor especifico que induce diferenciacion hacia linaje monocito-macréfago es
el M-CSF, y se tienen como antecedentes que el CasNa y la a-, B- y k- caseina
inducen diferenciacion hacia este linaje en la linea 32D y disminuyen la proliferacién
de la linea WEHI3, se procedié a evaluar |la capacidad de las caseinas para modular la
expresion del gen M-CSF y de su receptor cfms en las lineas 32D y WEHI3, después
de las 24 horas de cultivo en presencia y ausencia de las caseinas (a-, B-y k-) y el
CasNa. mediante la técnica de RT-PCR (Figura 8).

Los resultados muestran que el CasNa, la a-, B- y k-caseina son capaces de
inducir la expresién del gen M-CSF y de su receptor c-fms en células 32D, ya que en
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condiciones basales estas células no expresan este gen (Figura 8 y 9). Por otra parte,
ni el estimulo con CasNa o con las caseinas fue capaz de inducir la expresion del gen
M-CSF y c-fms en la linea leucémica WEHI3 (Figura 8 y 9).

R -—a G @ M-CSF 527 pb
*
®
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M[-|V]|a|glx|lC|[-]V][alpg][x] C

32D WEHI3

Figura 8. Coamplificacién del gen de f-actina y del M-CSF utilizando CasNa (C), alfa
(a), beta () y kappa (x) caseina como estimulo en las lineas celulares 32D y WEHI3. PM,
pesos moleculares; (-) expresion basal del mRNA; V, vehiculo del tratamiento.
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Figura 9. Efecto del CasNa, la alfa (o), beta (f) y kappa (x) caseina en la expresién del
mRNA del gen c-fms en las lineas celulares 32D y WEHI3. PM, pesos moleculares; M,
mezcla de reaccion de RT-PCR usada como control intemo; (-) expresion basal del mRNA; V,
vehiculo del tratamiento; 32D+, expresion del mRNA de la linea 32D estimulada con CasNa
usada como control positivo.
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El CasNa, la a-, B- y k-caseina no inducen la expresion de mRNA del gen GM-
CSF en células 32D y WEHI3, aunque si modulan la expresion de GM-CSFRa.

Considerando que las lineas 32D y WEHI3 pueden ser inducidas a generar
células no sélo del linaje monocito-macréfago, sino también del linaje granulocitico, se
procedié a determinar la capacidad del CasNa, la a-, B- y k-caseina como moléculas
que pudieran modular la expresion de GM-CSF y de su receptor. Después de 24
horas de cultivo de las células 32D con CasNa, a, B y k caseina se mostré que hay
una induccién marginal en la expresién del GM-CSF en la linea 32D, mientras que la
linea leucémica WEHI3 expresa este factor de desarrollo de forma constitutiva y la
adicion de caseinas no modifico esta expresién (Figura 10). Por otra parte el CasNa y
las caseinas (a-, B- y k-) fueron capaces de inducir la expresion de la subunidad o del
receptor GM-CSFR en ambas lineas celulares (Figura 11).

8- GM-CSF 340 pb
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GM-CSF 340 pb

Figura 10. Efecto del CasNa y la alfa (a), beta (f) y kappa (x) caseina en la expresién del
RNAm del gen GMCS-F en las lineas celulares 32D y WEHI3. PM, pesos moleculares; M,
mezcla de reaccién de RT-PCR usada como control interno; (-) expresion basal del mRNA; V,
vehiculo del tratamiento.
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Figura 11. Efecto del CasNa y la alfa (a), beta () y kappa (x) caseina en la expresién del
mRNA del GM-CSFRa en las lineas celulares 32D y WEHI3. PM, pesos moleculares; M,
mezcla de reaccioén de RT-PCR usada como control intemo; (-) expresién basal del mRNA; V,
vehiculo del tratamiento.

El CasNa, la a-, B- y k-caseina inducen la expresiéon de mRNA para las dos
isoformas del gen FcyR tipo Il en las lineas celulares 32D y WEHI3, pero no para

los tipos 1 y IIl.

Tomando en cuenta que el CasNa induce la formacién de rosetas en células
32D, un parametro usado para detectar la presencia de receptores Fc en la membrana
celular (Ramos, ef al 2000), se analiz6 la expresién de los genes para los tres tipos de
FcyR en células estimuladas con CasNa. Después de cultivarse células 32D y WEHI3
durante 6 y 24 horas en presencia y ausencia de CasNa, se determiné su efecto en la
expresion de FcyR. Los resultados muestran que el CasNa induce la expresion de las
isoformas FcyRIIB1 y FcyRIIB2 a partir de las 6 horas y esta expresion continta a las
24 horas en las lineas celulares 32D y WEHI3, sin afectar la expresién de los
receptores FcyRI y FeyRIll (Figura 12).
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Figura 12. Efecto del CasNa a las (6) y (24) horas de cultivo en la expresion del mRNA
de los genes FcyR en células 32D y WEHI3. PM, pesos moleculares; M, mezcla de reaccion
de RT-PCR usada como control intemo; (-) expresion basal del mRNA.
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Figura 13. Efecto del INFy (INF), CasNa (C), alfa (a), beta (f) y kappa (x) caseina a las 6
horas de cultivo en la expresién del mRNA de los genes FcyR en las lineas 32D y
WEHI3. PM, pesos moleculares; M, mezcla de reaccion de RT-PCR usada como control

intemno; (-) expresion basal del mMRNA.
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Para conocer si las caseinas, al igual que el CasNa tenian un efecto en la
expresion de los tres tipos de FcyR, se evalud su efecto, usando como control positivo
al INFy. La expresion de FcyRI en la linea 32D es constitutiva y no se ve afectada su
expresion por la adicién del CasNa ni de las caseinas al cultivo (Figura 13), mientras
que en la linea WEHI3 su expresién es marginal o nula y no se ve afectada por el uso
del INFy como estimulo. Por ofro lado, los resultados muestran que el INFy, CasNa, la
o, - y x—caseinas mostraron un efecto inductor en la expresion de las dos isoformas
del gen FcyRIl en la linea normal 32D y en la leucémica WEHI3. Estos mismos
estimulos no fueron capaces de afectar la expresion del receptor FcyRIIl en la linea
32D y WEHI3.
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XI. DISCUSION

Nuestro grupo ha mostrado que el caseinato de sodio (CasNa), una sal
de la caseina, inhibe la proliferacion e induce la diferenciacion hacia el linaje
monocito-macréfago en la linea hematopoyética multipotencial de ratén 32D
(Ramos et al, 2000), asi como la induccion a la expresion del mMRNA del M-CSF
y su receptor el cfms (Ramos et al, 2004), moléculas que regulan
especificamente el comprometimiento y diferenciacion de precursores
mieloides hacia el linaje monocito-macréfago (Sweet & Hume, 2003).

La caseina de la leche esta integrado por la a-, B- y x-caseina
(Marchesseau, et al 2002., Sorensen & O'donell, 2003), por tanto el CasNa, al
ser una sal de la caseina, también esta integrado por las mismas moléculas. En
este trabajo, se muestra que la a-, B- y x-caseina, al igual que el CasNa,
inducen la expresion del mMRNA para el M-CSF en las células 32D, ya que este
gen no se expresa constitutivamente en esta linea celular (Figuras 8) (Soddu et
al, 1996). Por ofro lado, la deteccién de la expresion basal del receptor del M-
CSF (c-fms, también denominado M-CSFR) no fue posible, incluso existen
reportes, en los cudles realiza la transfeccion de este gen para que ocurra tal
expresion (Pierce ef al, 1990., Soddu et al, 1996) o de la generacién de clones
de células 32D que responden a G-CSF y sélo un estimulo de 10 dias con este
factor permite detectar su expresion (Kreider et al, 1990) Sin embargo, en
nuestras condiciones de cultivo, la adicién de caseinas es suficiente para
inducir la expresion del c-fms. Datos preliminares de nuestro laboratorio indican
que también existe un incremento c-fms a nivel proteina en la membrana de las
células 32D, lo cual indica que las caseinas inducen la expresiéon no solo del
mRNA, si no que también de la proteina, asi las caseinas parecen ser potentes
inductores de c-fms en las células 32D.

En cuanto a la expresion del mRNA para el GM-CSF y su receptor (GM-
CSFRa) en las células 32D cultivadas en ausencia de caseinas es nula
(Figuras 10 y 11), lo cudl puede explicar, el hecho de gque la adicion de GM-
CSF al cultivo de estas células no tiene efecto (Migliaccio ef al, 1989., Kreider



et al, 1990). Por ofro lado, la adicién de las caseinas no modifica, o lo hace
marginaimente, la expresion del mRNA para el GM-CSF, dato que se
correlaciona con la ausencia de GM-CSF en el sobrenadante del cultivo de
células 32D tratadas con CasNa, ya que la actividad estimuladora de colonias
de este sobrenadante fue totalmente bloqueada con la adicion del anticuerpo
anti M-CSF (Ramos et al, 2004) Bajo este contexto, la induccion de M-CSF y su
receptor en las células 32D tratadas con caseinas sugiere que estas moléculas
pueden ser las responsables de inducir diferenciacién hacia el linaje monocito-
macréfago (Ramos et al, 2000), por lo que, en un futuro seria interesante
continuar evaluando esta posibilidad.

Teniendo como antecedente que el CasNa aumenta la expresion de
rosetas (indicador de la expresion de receptores Fc) (Ramos et al, 2000); se
mostré que las caseinas y el CasNa, tienen la capacidad de inducir la
expresion del mRNA de las isoformas FcyRIIB1 y FcyRIIB2 (Figuras 12 y 13).
Considerando que las células 32D tratadas con caseinas se diferencian hacia
macrofagos y que existen estudios que indican que la expresion FcyRIIB es un
indice de comprometimiento mieloide y posiblemente de direccién hacia el
linaje monocito-macréfago (Fridman et al, 1992), podemos decir que el
aumento de rosetas de 10% al 54% en células 32D tratadas con CasNa puede
ser consecuencia de la induccion de la expresion de FcyRIlb (Ramos ef al,
2000)

Datos no publicados de nuestro laboratorio, indican que las caseinas
inhiben la proliferacion de células de la linea leucémica mielomonocitica de
raton WEHI3. En este trabajo, se muestra por primera vez que las células
WEHI3 no expresan mRNA para M-CSF y c-fms en forma constitutiva y que la
adicién de la a-, B- y x-caseina asi como el CasNa no inducen tal expresion
(Figuras 8 y 9). Este dato llama la atencién, ya que las células de la linea
leucémica WEHI3 no sélo crecen como blastos no diferenciados, sino que
también se observan celulas con morfologia de macréfagos y granulocitos (Li &
Sartorelli, 1992; Kajigaya et al, 1989., Metcalf, 1998), lo cual sugiere la
posibilidad de que durante el proceso de transformacién maligna, se perdié la
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capacidad de expresion de estos genes especificos del linaje monocito-
macrofago. Una posible explicacion es la expresion deficiente del factor de
transcripcion STAT1 en las células WEHI3 (Lucas et al, 1998), ya que este
factor participa de forma directa en la induccion de M-CSF y c-fms en ratén
{(Morris, 1991).

Debido a que el GM-CSF y el M-CSF han mostrado ser equivalentes en
su capacidad para estimular el patrén de activacion y las funciones de
monocitos (Witsell & Shook, 1991., Bober et al, 1995) era probable que el
CasNa y las caseinas pudieran modular la expresién del GM-CSF en al linea
WEHI3. Encontramos que el GM-CSF se expresa en forma constitutiva y su
expresion no es alterada por la adicién de caseinas (Figura 10), lo cual no nos
sorprende, ya que en la linea WEHI3 tanto el gen de la IL-3 como el del GM-
CSF se expresan de forma constitutiva (Cockerill et al, 1999), e incluso pueden
ser responsables del fenotipo maligno (Cools ef al, 2002). Sin embargo,
nosotros no detectamos la expresion constitutiva del receptor para el GM-
CSFRa, lo cual sugiere que en la malignidad de WEHI3 es dificil que esté
participando el GM-CSF.

La expresion del receptor para el GM-CSF en la linea WEHI3 es
inducible (Smith et al, 1997., Ashihara ef al, 1997). Nosotros mostramos que la
caseina también induce la expresion de GM-CSFRa en esta linea celular
(Figura 11). Seria interesante evaluar la participacion del GM-CSF en la
correccion de la malignidad de células WEHI3.

Al igual que en la linea 32D, las caseinas estimularon positivamente a la
linea WEHI3 para expresar las dos isoformas del gen para FcyRIl,
aparentemente sin modificar la expresion marginal o nula del receptor tipo I, ni
la expresion constitutiva del receptor tipo Ill. Comprobamos que el INFy
estimula la expresion de FcyRIl en células WEHI3 (Lucas et al, 1998), pero no
fue capaz de modular la expresion del receptor FcyRl y FcyRIll bajo nuestras
condiciones de cultivo (Figura 13). Seria interesante en un futuro evaluar si la

expresion del mRNA para FcyRIl se traduce a proteina funcional. La
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confirmacion de este dato es interesante ya que el FcyRIl es un receptor
inhibidor de la respuesta inmune y su ausencia se correlaciona con el
desarrollo de enfermedades autoinmunes (Fernandez et al, 2002a.,
Dijstelbloem et al, 2002), asi el uso de la caseina podria ayudar a corregir
problemas de salud relacionados con la expresion de FcyRIL.

Es indudable el efecto que muestran las caseinas en la regulacion de la
expresion de genes especificos del linaje monocito-macréfago lo cual sugiere
que el modo de accion de las caseinas es mediante la produccion de citocinas,
produccién que se ha visto ocurre después de la administracion in vivo de
caseina y CasNa en ratones (Lotem & Sachs, 1985., Metcalf et al, 1996).
Debido a lo anterior, surge la necesidad de seguir investigando los mecanismos
por los cuales el CasNa y las caseinas son capaces de modular la
hematopoyesis. Ademas, obligatoriamente se debe de determinar si se
traducen las proteinas para las que codifican los genes que aqui se muestran
son inducibles por las caseinas y el CasNa, datos que nos permitiran
vislumbrar un posible uso terapéutico de las moléculas estudiadas.
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XIl. CONCLUSIONES

El CasNa y las caseinas inducen la transcripcion de los genes M-CSF y
c-fms en la linea normal 32D, pero no en la leucémica WEHI3.

El CasNa y las caseinas inducen la transcripcion del GM-CSFRa , pero
lo hacen en forma marginal con su ligando en la linea nomal 32D.
Congruentemente, la linea leucémica WEHI3, expresa de forma inducida
el GM-CSFRa, mientras que el GM-CSF lo expresa constitutivamente.

El CasNa y las caseinas inducen la transcripcion de las isoformas
FcyRIIB1 y FcyRIIB2 en la linea normal 32D, aparentemente sin afectar
la expresion constitutiva de los receptores FcyRI y FcyRIIL

El CasNa y las caseinas inducen la transcripcion de las isoformas
FcyRB1 y FcyRB2 en la linea leucémica WEHI3, aparentemente sin
afectar la expresion constitutiva del receptor FcyRIll, ni lograr la
induccion del receptor FcyRI.
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XIV. ANEXO

e Agua con dietilpirocarbonato (DEPC 0.01%)
10 pl dietilpirocarbonato
100 ml agua desionizada
Se deja en agitacion toda la noche a 37°C y se esteriliza por autoclave.

« Buffer stock de carga (5ml)
20%  Glicerol
05 % Xilencianol
0.25 % Azul de Bromofenol
19.25 % Agua desionizada estéril

o Buffer de corrida de geles
10 ul  buffer stock de carga
18 ul  glicerol
72yl agua desionizada

+ EDTA 0.5M (100ml)
18.61g EDTA
70 ml  agua desionizada
Se ajusta a pH 8 con 10M NaOH y se afora con agua desionizada a 100ml

e rmiL-3 (Interleucina 3 recombinante murina 1ug/100 pl)
La solucién se reconstituye como 1 ml de albumina 0.1% y se guarda a-72°C.

¢ mmiINFy (Interfer6n gamma recombinante murino 1ug/100 pl)
La solucién se reconstituye como 1 ml de PBS y se guarda a -72°C.

e TBE 1X (1000 ml)
10.8g Tnz base
55g Acido bérico
4 ml EDTA (0.5M pHB8)
Se agita la solucion y se esteriliza por autoclave.
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