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Resumen

RESUMEN

Desde varias décadas atras surgieron evidencias de la participacion de la Caseina (proteina mas
abundante de la leche) en la hematopoyesis, ya que una dieta desprovista de Caseina provoca
mielosupresion, mientras que la Caseina restablece la hematopoyesis. Otros datos indican que
puede activar a los leucocitos ya que la Caseina o su sal, el Caseinato de Sodio (CasNa),
inyectada via intraperitoneal en ratones o peces, inducen una respuesta inflamatoria,
promoviendo inicialmente la migracion de neutréfilos y posteriormente de macrofagos a la
cavidad peritoneal. Nuestro grupo de trabajo mostrdo que el CasNa bloquea la proliferacion a
favor de la diferenciacion de las células hematopoyéticas multipotenciales 32D de raton,

colocéandolo como un inhibidor de la hematopoyesis.

A través del tiempo, la leche y sus derivados han sido reconocidos por su alto valor nutricional,
pero ademas de este papel, las proteinas de la leche tienen importancia como una fuente potencial
de péptidos biologicamente activos, ya que se les atribuyen efectos opioides (agonistas y
antagonistas), antihipertensivas, inmunomoduladores, antibacterial, antitromboticos,
antitumorales entre otros, pero su papel en la hematopoyesis es poco conocido, por lo que este
trabajo tiene como finalidad, evaluar la participacion del hidrolizado de caseina (HC), CasNa y 3
péptidos de k-caseina, como moduladores de la proliferacion y diferenciacion de las lineas

celulares 32D y WEHI-3.

Los resultados demuestran que el CasNa, HC y el fragmento peptidico 25-34 de K-caseina, tienen
la propiedad de bloquear la proliferacion de la linea hematopoyética multipotencial de ratén 32D,
y de la linea leucémica mielomonocitica WEHI-3, y de inducir la diferenciacion hacia el linaje
monocito-macrofago y granulocito-neutréfilo. El fragmento peptidico 35-41 de x-caseina reduce
la proliferacion en ambas lineas celulares e induce la diferenciacion hacia el linaje monocito-
macréfago en células 32D, y en células WEHI-3 lo hace hacia el linaje granulocito-neutroéfilo,
mientras que el fragmento peptidico 58-61 no tiene efecto en la proliferacion de ninguna de las
dos lineas, pero induce diferenciacion hacia el linaje granulocito-neutrofilo en ambas lineas
celulares. Esta reduccion de la proliferacion no se debe a un posible efecto citotdoxico de las

moléculas.
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Con base en lo anterior se puede concluir que el CasNa, HC y los fragmentos peptidicos 25-34,
35-41 y 58-61 de x-caseina modulan la proliferacion y diferenciacion tanto de las células
hematopoyéticas normales como de las células leucémicas. Por tanto, con estos resultados surge
la necesidad de plantear la posibilidad de que la leche, via péptidos de caseina, puede modular la
hematopoyesis in vivo, por lo que seria interesante identificar con exactitud el o los péptidos

implicados.
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MARCO TEORICO

HEMATOPOYESIS

Las células sanguineas maduras presentes en la circulacion, desempefian una gran variedad de
funciones fundamentales para el organismo, 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 inmunitaria contra los agentes extrafios (Zambrano ef al,
1999). Estas células tienen periodos de vida relativamente cortos muriendo por senescencia o
durante el desarrollo de sus funciones normales (Hughes-Jones & Wickramasingh, 1991). La
pérdida de las células sanguineas es rapidamente equilibrada por la formacién de nuevas células
sanguineas, mediante el proceso conocido como hematopoyesis (haima-sangre; poyesis-

produccién) (Orkin, 1995).

La hematopoyesis en el humano inicia en el saco vitelino durante los primeros dias de desarrollo
prenatal, posteriormente las células del saco vitelino migran hacia el higado, timo y el bazo fetal,
convirtiéndose en los principales érganos hematopoyéticos en el segundo trimestre de desarrollo
(Toles et al., 1989), finalmente la actividad hematopoyética pasa a la médula 6sea fetal hacia el
tercer trimestre (Morrison ef al., 1985; Yorder, 2001). La médula 6sea después del nacimiento es
el principal sitio hematopoyético en el individuo. Durante los primeros cuatro afios de vida, la
médula 6sea de todos lo huesos contribuye a la hematopoyesis (Munker et al, 1998).
Posteriormente en la vida adulta, la hematopoyesis queda restringida a ciertos sitios que son: los
huesos pélvicos, la columna vertebral, las regiones proximales de fémur y el hlimero, el craneo y

el esternon (Hughes & Wickramasingh, 1991).

Las células sanguineas se desarrollan dentro de un ambiente particular llamado microambiente
hematopoyético (Prosper et al., 2001). El microambiente hematopoyético esta compuesto de un
componente celular y un componente proteico, el cual estd constituido por distintos tipos
celulares y proteinas extracelulares. Las células que constituyen de manera permanente el
microambiente hematopoyético conocidas como células del estroma medular o estromales, son
principalmente fibroblastos, macréfagos, células endoteliales, osteoblastos, adipositos y células
accesorias (monocitos, linfocitos y células NK) denominadas asi por estar de manera transitoria

en el microambiente.
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La principal funcion de las células estromales es promover el microambiente propicio para
favorecer la sobrevivencia, proliferacion y diferenciacion de las células hematopoyéticas de los
diferentes linajes hematopoyéticos (Linaje mieloide: eosinéfilos basofilos, neutrofilos,
granulocitos, monocito-macréfagos, megacariocitos y eritrocitos; Linaje linfoide: Linfocitos T y
B). Estas células principalmente secretan proteinas (componente proteico) como la colagena,
fibronectina, laminina y proteoglicanos que constituyen la matriz extracelular, o proteinas
conocidas como citocinas o factores de crecimiento (HGF por sus siglas en ingles Hematopoietic
Growth Factor) que regulan la fisiologia de las células hematopoyéticas y sus precursores

(Munker et al., 1998; Prosper et al., 2001).

La hematopoyesis es sustentada a partir de la proliferacion y diferenciacion de un grupo de
c€lulas conocidas como células tallo hematopoyéticas (CTH) (Orkin, 1995). Estas células son
pequeias y con poco citoplasma, se concentran principalmente en el estroma de la médula 6sea,
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. En
condiciones normales la mayoria de estas células se encuentran quiescentes (Fase G, del ciclo
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 combinacion de diferentes citocinas (Morrison ef al., 1995; Ogawa, 1993),
ademas tienen la capacidad para reconstruir la hematopoyesis a corto y largo plazo, en individuos
mielosuprimidos después de una quimioterapia (Morrison et al., 1995), y solo constituyen menos

del 0.005% de las células mononucleadas en médula osea.

Las células progenitoras hematopoyéticas (CPH) derivan de las CTH, incapaces de
autorrenovarse y con caracteristicas de pluripotencialidad, bipotencialidad y monopotencialidad,
generan gran cantidad de células sanguineas maduras requeridas por el organismo, constituyen el
0.15% de las células de la médula 6sea. Cuando los progenitores multilinaje son estimulados
apropiadamente, generan colonias en cultivos semisolidos, generalmente se les denomina unidad
formadora de colonias (CFU o CFC). Dentro del linaje mieloide se reconocen a las unidades

formadoras de colonias eritroides (CFU-E), las células formadoras de colonias de eosinofilos
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(CFU-Eo), de basofilos (CFU-Ba), de megacariocitos (CFU-Mk), y la tnica célula considerada
bipotencial que da origen a macrofagos y granulocitos (CFU-GM) y de células dendriticas (CFU-
Dc) (Akashi et al., 2000). Con relacion al linaje linfoide se considera que las células Pre-T y Pre-

B derivan directamente de los linajes LT-HSC que pueden provenir de los CFU-S (Dexter, 1989).

Las células precursoras corresponden a las etapas finales de diferenciacion, componen mas del
99.5% de las células presentes en médula 6sea, y pueden ser reconocibles facilmente por su

morfologia, ademads, existe una notable o total disminucion en su capacidad proliferativa.

Las células maduras representan el ultimo estadio de diferenciacion de los elementos
hematopoyéticos, las cuales sufren una dramatica especializacion, se identifican facilmente por su
morfologia, dan origen a las células sanguineas circulantes, son varios tipos de células
completamente distintas en apariencia y con funciones especificas (Munker et al., 2000). Este
modelo de clasificacion indica que existe una jerarquizacion hematopoyética, en donde las
c€lulas tallo son los elementos més primitivos que dan lugar a la formacion de todos los

constituyentes del sistema hematopoyético (Figura 1).

La capacidad de proliferacion es muy acentuada en las células tallo, practicamente se reduce a la
mitad en el compartimiento de las células progenitoras comprometidas y es extremadamente
reducida o nula en el compartimiento de las células maduras, mientras el grado de diferenciacion

es inverso (Dexter, 1989).

Una pérdida en el control de la proliferacion de las células tallo puede traducirse en un descontrol
de la hematopoyesis total, como por ejemplo la proliferacion sin control de las células tallo
hematopoyéticas termina en el desarrollo de una leucemia, también conocida como céncer de

sangre (Passegué et al., 2003).
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Lineas Celulares

El estudio de la hematopoyesis normal se ha facilitado gracias a la obtencion de clones de lineas
hematopoyéticas multipotenciales “normales”. Las lineas celulares normales pueden cultivarse
por tiempo indefinido pero retienen la capacidad de diferenciarse a multiples linajes celulares

mieloide y linfoide.

La linea celular 32D, dependiente de interleucina-3 (IL-3), fue establecida por cultivo a largo
plazo de médula 6sea de raton C3He/J inyectado con el virus de la leucemia murina Friend
(Ahmed et al., 1999), a pesar de liberar al medio cantidades detectables de trancriptasa reversa,
no libera virus infectivos y ademds no induce tumores cuando son transferidas a hospederos
histocompatibles. Por lo tanto la linea 32D es considerada como una poblacion celular
inmortalizada, no maligna y ampliamente usada como modelo en el estudio de la hematopoyesis
(Greenberger et al., 1983). Dentro de la jerarquizacion hematopoyética las células 32D son

clasificadas como células progenitoras hematopoyéticas multipotenciales.

Un ejemplo de linea leucémica, lo constituye la linea celular leucémica mielomonocitica de raton
WEHI-3 que crece en cultivo desde enero de 1974, establecida de sangre periférica de raton,
secreta al medio CSA (colony-stimulating activity) (Ralph et al., 1976, 1977), lisozima (LZM) e
interleucina-3 (IL-3). Sin embargo su crecimiento es inhibido por 4 ng/mL de LPS; la
administracion de sulfato dextran de 30-40 g/mL también inhibe su crecimiento. Dentro de la
jerarquizacion hematopoyética las células WEHI-3 son clasificadas como células
hematopoyéticas inmaduras o progenitoras mielomonociticas, y es ampliamente empleada en el

estudio del control de la proliferacion y diferenciacion de células leucémicas.
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(Tomado y modificado de Schering Plough- SANDOZ)
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CITOCINAS HEMATOPOYETICAS

El control de la hematopoyesis es regulado por una serie de proteinas o glicoproteinas (Metcalf,
1998), que son de bajo peso molecular (por lo general menos de 30 kDa). Aunque existen
muchos tipos de células productoras de citocinas, dentro del sistema inmune natural los
macréofagos son las células mas comprometidas en la sintesis de citocinas, mientras que en el
sistema inmune especifico son las células T colaboradoras. Dentro de las citocinas se agrupan:
interleucinas, quimiocinas, interferones, factores estimuladores de colonias, factores de
crecimiento, factores de necrosis tumoral (Aguirre de Avalos, 2002). Estos moduladores ejercen
su actividad de manera autocrina, paracrina 6 endocrina, con efectos variables que comprenden la
modulacion de la respuesta inmune, el crecimiento y diferenciacion de las células

hematopoyéticas, la regeneracion tisular y la angiogénesis entre otros.

Los cultivos in vitro del tejido hematopoyético a largo plazo ha permitido establecer que la
hematopoyesis se sostiene debido a que las células integrantes del estroma secretan diversas
citocina tales como Interleucinas (IL) (IL-1ot, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-7, IL-10, IL-13, entre otras),
factores estimuladores de colonias (CSF) ya sea de tipo granulocito-macrofago (GM-CSF), de
macréfagos (M-CSF) o de granulocitos (G-CSF), asi como el factor de células tallo (SCF), factor
de necrosis tumoral (TNF), 6 factor de crecimiento transformante (TGF) (Quesenberry & Levitt,
1979). Dentro de las citocinas producidas por las células del microambiente, existen algunas que
actiian predominantemente como estimuladores de la hematopoyesis; otras, en cambio, actian
como inhibidores, pero en condiciones normales, existe un balance entre las citocinas
estimuladoras e inhibidoras, lo que da como resultado la produccion controlada de células
sanguineas (Tabla 1). Funcionalmente presentan retrorregulaciones positivas y negativas entre si
y por lo general no actiian solas sino con otras citocinas producidas por la misma célula,
pudiendo inducir, potenciar o inhibir la produccioén de otras citocinas y/o modular negativa o

positivamente los efectos de dichas citocinas.

Por otro lado, al actuar sobre diferentes tipos celulares, ejercen multiples efectos (pleiotropia) e
igualmente comparten muchos de ellos (redundantes), producen un efecto que se potencia
mutuamente (sinergismo), pero también existe bloqueo mutuo de sus efectos (antagonismo) o

algunas citocinas tienen un efecto relativamente especifico sobre un linaje.
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La produccion de las citocinas suele ser breve (transitoria), limitada al lapso de tiempo que dura

el estimulo (Aguirre de Avalos, 2002).

Entre la investigacion de citocinas en las actividades de las células hematopoyéticas se ha
reportado que la administracion in vivo de G-CSF, Epo o Tpo, tienen efectos relativamente
especificos en la produccion de granulocitos, eritrocitos o plaquetas respectivamente (Socolovky
et al., 1998), en contraparte GM-CSF, IL-3 y SCF, actuan sobre progenitores de varios linajes,

incluyendo células primitivas (Barreda et al., 2004).

Para que los factores de crecimiento hematopoyético ejerzan su actividad deben unirse a
receptores especificos sobre las células blanco. La formacion del complejo ligando receptor trae
como consecuencia el desencadenamiento de sefiales intracelulares a través de la activacion de
tirosina cinasas, dando como resultado final la activacion celular y una determinada respuesta
biologica. En general, los receptores para citocinas tienen un dominio extracelular de union al

ligando, un dominio transmembranal y un dominio citoplasmatico.

Con base en la homologia de los dominios relevantes en la transduccion de sefiales de los
receptores, se han dividido en dos grupos principales: la familia de receptores de tirosina cinasa
(RTC) y los receptores de citocinas (RC). Los primeros tienen un dominio citoplasmatico con
actividad de tirosina cinasa responsable directo de iniciar las sefales intracelulares. Los RC a
pesar de que no se les conoce un sitio evidente de actividad tirosina cinasa, la union de su ligando

induce la fosforilacion de tirosina de varias fosfoproteinas celulares (Hallek, 1995).

Principales tipos de respuesta por la accion de las citocinas

Generalmente actian como mensajeros intercelulares produciendo:
1.- Activacion de los mecanismos de inmunidad natural.
a) Activacion de macrofagos y otros fagocitos, de las células NK, de los eosinofilos,
induccion de la sintesis de proteinas de fase aguda en el higado.
2.- Activacion y proliferacion de células B, hasta su diferenciacion a células plasmaticas

secretoras de anticuerpos.
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3.- Intervencion en la respuesta celular especifica.
4.- Intervencion en la reaccion de inflamacion, tanto aguda como crénica.
5.- Control de los procesos hematopoyéticos de la médula dsea.

6.- Reparacion tisular.
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CITOCINAS
Peso
Citocina Molecular Origen Principales efectos
(Kd)
INTERLEUCINAS
IL1-a Fiebre (pirdgeno endégeno), suefio, anorexia, inflamacion,
L1 15-17 Monocitos-Macréfagos. expresion de CD 54 en las células endoteliales y liberacion del
-18 factor tisular, activacion linfocitaria, produccion de IL-6 Y CSF.

L2 15-15 Células T. Ir_1duce I_a p_rgllferacmn’ de la célula T, coestimula la proliferacion y
diferenciacion de la célula B.

IL-3 14-28 Células T, Mastocitos. Pot_enma alasNKy LA_K (agresoras activadas por linfoquinas);
activa la hematopoyesis.

L4 20 Células T, Mastocitos. Induce la prp!n‘eracpn del mast00|to, proliferacién de la célula
hematopoyética pluripotencial.

Induce la proliferacién de la célula T y la generacion de LTC,
coestimula la proliferaciéon de la célula B, sinergiza con la IL-3 en

IL-5 45 Células T, mastocitos. la proliferacion del mastocito, estimula la produccién de Ig E e Ig
G 4, induce la expresion y liberacion de CD 23, la clase Il del CMH
en la células B, cambia de TH a TH2_

IL-6 23-30 Monocitos, Fibroblastos. | Induce la diferenciacion de eosindfilos y la produccion de Ig A.
Pirogénica, induce la proliferacion de plasmocitomas e
hibridomas, aumenta la produccion de Ig, la clase | en los

Células de la médula fibroblastos, accion con la IL-2 en la produccion de proteinas de
IL-7 25 Osea y del estroma fase aguda por los hepatocitos, accién sinérgica con la IL-3 en la
timico. produccioén de la célula hematopoyética, induce la diferenciacion
del LTc, Induce la proliferacion de las células pro y pre-B de los
linfocitos inmaduros.
Monocitos, células

IL-8 (quimioquina) | 6.5 endoteliales, macréfagos | Induce la quimiotaxis y activacion de neutrdfilos y células T.

alveolares, fibroblastos.

IL-9 30-40 ? ?

IL-10 17-21 Células T. Indgce Ia.;?rollferamon dg a'lguna's células T, potencia la
proliferacion del mastocito inducida por la IL-3.

Inhibe la activacién del MAC, estimula la produccién de células B

1L-11 24 Ce[ulas T, células B y la produccién de Ac, estimula los mastocitos y cambia de TH a

activadas y monocitos.
Tho.
Células del Estimula la produccion de Ac, accion sinérgica con la IL-3 en la
IL-12 75 microambiente produccién de megacariocitos, estimula los progenitores del
hematopoyético. macrofago.
Monocitos, macréfagos, . .

IL-13 10 algunas células B yg Activa a las NK para secretar IFN-gamma, cambia TH a TH1,
mastocitos. inhibe la produccion de Ig E inducida por la IL-4.

IL-14 ” Células T. Induce I_a’ proliferacién y diferenciacion de células B e inhibe la
produccion de IL-1.

IL-15 14-15 Células B y macréfagos. | Induce la secrecion de Ig E.

IL-16 56 Células T. Induce la proliferacién de las células B.

Células no linfoides, Induce la proliferacién y citotoxicidad de las células NK,
IL-17 20-30 . o J
musculares. diferenciacion de las células NK.
IL-18 ? Celulag endoteliales y Inmunomodulatoria.
monocitos.
INTERFERONES
Coestimula la produccion de las células T, induce la secrecién de

IFN-o. 18-20 Linfocitos. la IL-6, IL-8 y G-CSF a partir de las células endoteliales,
epiteliales y fibroblastica.

Fibroblastos v células Incrementa la expresion de antigenos de clase | y Il HLA. Y la

IFN-B 20 amnicticas y actividad de células NK.

' Induce el factor Inductor del IFN-gamma similar a la IL-1.
IFN-y 20-25 Linfocitos CD 4+ y CD Posee efectos antivirales e inmunomodulatorios. Es quimiotactico

8+, células NKy Th 1.

para monocitos y aumenta en ellos la expresion de HLA clase |.

Tabla 1. Citocinas que regulan la actividad biologica de las células hematopoyéticas, (Tomado de Aguirre de Avalos, 2002).
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FACTORES DE NECROSIS TUMORAL (TNF)

Fibroblastos, células NK,

TNF-a 17 neutrofilos, astrositos, Proinflamatorio, antitumoral. Agente neovascularizante y
(caquectina) células endoteliales y estimulante de la resorcion ésea.
células del musculo liso.
TNF-B
25 Linfocitos. idem anterior.
(linfotoxina)
FACTORES ESTIMULANTES DE COLONIAS (CSF)
Células T, endoteliales, Estimulacién de proliferacién y diferenciacion de precursores
GM-CSF 14-35 macrofagos, y mieloides, potencia las funciones de neutréfilos y monocitos
fibroblastos. maduros (lisis y fagocitosis).
Monocitos-macroéfagos,
G-CSF 18-22 células endoteliales, Estimula la proliferacién y diferenciacién de la linea de
células T, neutrdfilos y granulocitos-neutréfilos. Estimula la actividad de PMN maduros.
fibroblastos.
Monocitos-macrofagos, Estimulacion de diferenciaciéon de precursores hematopoyéticos
M-CSF 70-90 células endoteliales y hacia la linea monocitica. Funcionalidad de monocitos y
fibroblastos. macréfagos maduros.
Células intersticiales
Eri . peritubulares renales, Regula la produccién de eritrocitos en condiciones normales y
ritropoyetina 30 hi X S L
igado y macrofagos de | recuperacion post anémica.
médula ésea.
Higado, rifion y musculo | Estimula la proliferacion y la diferenciacion de las células
Trombopoyetina 18-70 liso. En menor proporcién | progenitoras megacariociticas. Aumenta la produccién
en bazo y células item. plaquetaria.
FACTORES ESTIMULADORES DEL CRECIMIENTO
PDGF Plaquetas. Estimu!a la activacion plaquetaria, principalmente actua regulando
mecanismos de adherencia.
Induce la proliferacién de los progenitores de granulocitos y de
Monocitos, fibroblastos y | monocitos, activa a los macréfagos, aumenta produccién de
TGF-a 5-20 . - ) e o T .
células endoteliales. Leucotrienos en el eosindfilo, actividad tumoricida del monocito.
Induce la proliferacion de granulocitos.
TGF-B 25 Mrono<:|tos, flbr(?blastos Y {Induce Ia proliferacion de monocitos.
células endoteliales.
FGF Tejido conectivo. Proliferack:)n de fibroblas?og sintelzs'is de colagena y
macromoléculas de matriz intersticial.
EGF Ce]ulas de lamina basal Crecimiento y diferenciacion de epitelios.
epidermal.
ILGF-1 5570 H.'ga.‘(.jo yfcet!:JIas del Promueve proliferacion y diferenciacion de multiples tejidos
ILGF-2 - smcmot_ro oblasto contribuyendo al desarrollo corporal postnatal y embrionario.
respectivamente.
QUIMIOCINAS
C (carece del
primer y tercer
residuo cisteina Vari Plaqueta, placenta, rifién, | Induce la angiogénesis, la proliferacion de los queratinocitos, la
. ariable ) . . o
conservados) Ej.: hueso, células T y B. resorcion osea Yy la proliferacién tumoral.
LINFOTAXINA
(LPTN)
C-C varios Ej.:
MIP-1a, RANTES, CD8 activados
MIP-1b, Variable mastocitos ’ Induce la quimiotaxis de las células T y NK.
EOTAXINAS, ’
MCP-1Y MCP-3
|c|;_>-(1(:8(\|/|2n10; ?DF Variable Induce la quimiotaxis de las células T, NK, basdfilos y eosindfilos.

Tabla 1. Citocinas que regulan la actividad biologica de las células hematopoyéticas, (Tomado de Aguirre de Avalos, 2002).
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CASEINA Y HEMATOPOYESIS

La leche contiene una gran cantidad de proteinas, como son, la caseina, albimina, globulina,
proteosa-peptonas y enzimas. La caseina es la principal proteina de la leche (representa del 75-80
% del contenido proteico total de la leche) (Meisel, 1997), se encuentra formada por micelas
compuestas por cuatro clases de cadenas polipeptidicas designadas o-si, 0-sy, B y K-caseinas
(Eigel, 1984), que junto con algunos derivados formados por protedlisis de estas cadenas son

incluidas en la categoria de caseinas (Belitz et al., 1999).

El Caseinato de sodio (CasNa) una sal de la caseina, que se obtiene disolviendo caseina en
hidroxido de sodio y posteriormente sometido a evaporacion, obteniendo un polvo blanco, sin
sabor ni olor, soluble en agua y con un 65% de proteinas. Debido a su excelente valor nutricional
es ampliamente utilizados en la industria alimenticia como fuente de proteinas en cereales y otros
productos secos, especialmente en productos para bebé, productos dietéticos y para diabéticos

(Walstra, 1989).

Desde hace ya varias décadas, surgen las primeras evidencias de la participacion de la caseina en
la hematopoyesis, particularmente porque una dieta desprovista de caseina provoca una
mielosupresion, mientras que la adicion de caseina la restablecia (Aschkenasy, 1971). En afios
posteriores se ha revelado que una dieta a partir de caseina induce la produccion de eritropoyetina
y con ello activa la eritropoyésis (Okano et al., 1992), otros datos indican que puede activar a los
leucocitos ya que la sal de la caseina, el caseinato de sodio, inyectada via intraperitonial en
ratones o peces, inducen una respuesta inflamatoria, promoviendo inicialmente la migracion de
neutrofilos y posteriormente de macrofagos a la cavidad peritoneal (Passoti et al., 1993; Aranishi

etal., 1997).

Adicionalmente se ha reportado un incremento de la concentracion de citocinas tipo factor
estimulador de colonias de macrofagos (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 ef al., 1985).
Dentro de la investigacion biomédica se ha observado que una dieta baja en caseinas incrementa
la posibilidad de presentar tumores en colon de ratas (Tatsura et al., 1992) mientras que una dieta
rica en caseinas protege contra el desarrollo del cancer intestinal en ratas (Mclntosch et al.,

1995).
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Por otra parte existen estudios que indican que la inyeccion de B-caseina en ratas eleva la
produccion de anticuerpos (Wong et al, 1996). Ademas de que modula la proliferacion de
linfocitos (Monetini ef al., 2003). Lo anterior muestra que las caseinas pueden regular al sistema

Inmune.

Por otro lado nuestro grupo de laboratorio ha proporcionado evidencias de que la inyeccion de
CasNa en la cavidad peritoneal de raton favorece la acumulacion de granulocitos-neutréfilos y de
macrofagos, aunque solo induce la produccion de M-CSF en los granulocitos, un factor que
promueve la hematopoyesis (Santiago, 1994). También que el CasNa acelera la transicion de
granulocitos en banda a polimorfonucleares en forma similar al G-CSF, ademds de que induce la
liberacion de M-CSF en granulocitos (Bautista, 1998). Este conjunto de datos sugiere que el

CasNa tiene la capacidad para inducir la liberacion de citocinas.

Otros datos en el laboratorio han dado evidencia de que el CasNa también modula la
hematopoyesis. La adicion del 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 multiplicacion celular en forma dosis-dependiente a pesar de la presencia de
IL-3, ademas de inducir su diferenciacion hacia el linaje monocito-macroéfago (Ramos et al.,
2000), aunado a la induccion de la expresion del gen del M-CSF y su receptor c-fms (Ramos et

al., 2004a).

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 y que la k-caseina inhibe en mayor medida la proliferacion de las células WEHI-3
que en la células 32D (Ramos, 2004b), 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). Ademas el CasNa induce la
produccion de TNF bioactivo en las células 32D (Ledesma, 2005).

Finalmente, hasta el momento se ha demostrado que el CasNa induce la proliferacion de células
mononucleadas de médula 6sea de raton in vitro, lo cual sugiere que las caseinas regulan la

hematopoyesis in vitro en forma diferencial.
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En experimentos in vivo se ha reportado que una dieta libre de caseina provoca una reduccion en
el peso de los ratones asi como modificaciones al microambiente hematopoyético debido a
alteraciones en la estructura de la matriz extracelular en médula 6sea (Vituri, 2000). En nuestro
grupo de trabajo la inyeccion de CasNa via intraperitoneal, incrementd el numero de células
mononucleadas en médula 6sea, ademas de aumentar el peso y tamafio del bazo, confirmado por
un mayor indice esplénico, evidencia clara de que el CasNa activa la hematopoyesis medular y

extramedular, in vivo (Lagunes, 2004).

Péptidos de la caseina

En los afios 70’s un grupo de investigadores, en Munich, detectaron fortuitamente una accion de
tipo analgésico en un hidrolizado enzimético de la fraccion proteica de la leche. En la misma
época, un equipo de estadounidenses demostraba de igual manera la presencia de este tipo de
accion en diversos hidrolizados de proteinas alimentarias. Gracias a los trabajos iniciales llevados
a cabo en Francia, se establecieron las secuencias completas de las proteinas de la leche y asi fué
posible determinar rapidamente que unos fragmentos procedentes de las secuencias de las
caseinas lacteas poseian una accion de tipo opidceo, equivalente a las encefalinas endogenas. Lo
anterior suscito la publicacion de numerosos trabajos durante los Gltimos afios. Investigaciones
posteriores pusieron en evidencia otros tipos de acciones bioldgicas vinculadas a los péptidos
procedentes de secuencias de proteinas lacteas, a los cuales se les llamo “péptidos activos” o

péptidos funcionales.

Un péptido es definido como una cadena corta de aminoacidos, obtenida por hidrélisis de una
proteina, cuyo componente basico son los aminoécidos. Durante la digestion de las proteinas, las
enzimas proteoliticas gastrointestinales liberan péptidos, luego las peptidasas degradan los
péptidos en aminoacidos que son absorbidos por la mucosa intestinal. No obstante, es sabido que
algunos fragmentos son parcialmente resistentes a los procesos de hidrolisis, y una fraccion de
estos compuestos es susceptible de ser absorbida en cantidades fisioldgicamente activas (Fox et

al., 1992; Tirelli et al., 1997).
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Los mecanismos de la absorcion son poco conocidos y representan una fase clave en la
comprension del papel fisiologico de los péptidos, ademas de que su secuencia de aminoacidos
resulta crucial para la actividad a desempeiiar.

En general los péptidos funcionales son pequefios, excepto el Caseinomacropéptido (CMP), que
contiene 64 aminoacidos, su reducido tamafio, sumado al hecho de que son hidr6fobos explicaria

su facil absorcion.

Por siglos, la leche ha sido considerada como alimento de consumo humano en particular para
recién nacidos. Principalmente la atencion se ha centrado en analizar si las proteinas de la leche
como caseina, o-lactoalbumina, B-lactoglobulina y lactoferrina, tienen actividades bioldgicas

adicionales a la nutricion (Lonnerdal, 2003).

Desde hace algunos afios, varios autores han descrito péptidos bioactivos provenientes de las
proteinas de la leche. Entre ellos se encuentran derivados de la caseina como las casomorfinas,
glicomacropéptidos y fosfopéptidos, casoxinas casokininas, casoplatelinas, isracidina e
inmunopéptidos (Meisel y Bockelmann, 1999). Estos péptidos, pueden ser liberados por
protedlisis enzimdtica como por ejemplo durante la digestion gastrointestinal o en el caso de los

productos fermentados por accion proteasa del cultivo responsable de la fermentacion.

Es interesante que algunos fragmentos son parcialmente resistentes a los procesos de hidrolisis, y
una fraccion de estos compuestos es susceptible de ser absorbida en cantidades fisiologicamente
activas después de consumir leche o productos fermentados (Chabance, 1998). Una vez liberados
pueden actuar como compuestos reguladores con actividad semejante a hormonas (Meisel, 1997).
Se tiene un creciente interés en el estudio de la relacion entre la nutricidon e inmunidad,
sustentados en la hipotesis de que algunos alimentos especificos puedan reducir susceptiblemente
el establecimiento y/o la progresion de enfermedades inmunoldgicas (Kilara et al., 2003). Lo cual
eleva la posibilidad de que las proteinas de la leche puedan tener mayor importancia fisioldgica
como recurso potencial de péptidos bioldgicamente activos (Sandré et al., 2001) que pueden ser

usados en el tratamiento de algunas enfermedades.
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Se ha demostrado que los péptidos activos de la leche tienen actividades biologicas muy variadas
que van desde la actividad opioide, a ligar y transportar metales (Vegarud et al., 2000), también
son antihipertensivos, inmunomoduladores, antitromboéticos, antimicrobiales y protectores

gastricos (Tabla 2).

Actividades Generales

La molécula completa de caseina tiene actividad inmunomoduladora, sin embargo también en el
hidrolizado de caseina obtenido de la digestion en el tracto digestivo o de digestion enzimadtica in
vitro se obtienen péptidos bioactivos incluyendo propiedades inmunomoduladoras (Gill et al.,
2000). Asi se ha reportado que el hidrolizado enzimatico de caseina inyectado en ubre de vaca
tiene la capacidad de inducir la acumulacion de granulocitos en el sitio de inyeccion (Shamay et
al., 2003), ademas de que los péptidos de caseina liberados en tracto digestivo activan la

respuesta inmune (Lahov & Regelson, 1996; Chabance ef al., 1998).

Este conjunto de datos nos indica que las caseinas no solo son una fuente de nutrientes sino que
también liberan péptidos con potencial inmunomodulador. Se han aislado numerosos péptidos

con accion inmunomoduladora comprobada in vitro e in vivo, pero de manera in vivo, se ha
podido constatar que el fragmento de ot-caseina, identificado bajo el nombre de isracidina protege
a ratones y ovejas contra la bacteria Staphylococcus aureus, ademds les hace desarrollar una

inmunidad a largo plazo contra el riesgo de infeccion (Lahov ef al., 1996).

Se ha observado que ciertos fosfopéptidos derivados de la caseina bovina como el fragmento 59-
79 de o-sj-caseina y el fragmento 1-25 de [-caseina estimulan la produccion de
inmunoglobulinas en cultivos de células de bazo de raton (Hata et al., 1998). Este conjunto de
datos indica que las caseinas asi como los péptidos liberados en la digestion enzimatica, tienen
potencial inmunomodulador, sin embargo, se desconoce si los péptidos modulan la

hematopoyesis tal y como lo hacen las caseinas.

El analisis del papel de los péptidos funcionales con efecto antimicrobiano, in vitro, se constatd
una inhibicion del crecimiento de cepas patdgenas en presencia de fragmentos de o-caseina

(Tomita et al., 1994; Zucht et al., 1995).

18



Marco Teorico

El fragmento 165-203 de la o-caseina tiene propiedades antibacteriales y es conocido como
Casocidina-1, este inhibe el crecimiento de Escherichia coli y Staphylococcus carnosus su
actividad parece estar relacionada con su carga neta positiva (Zucht et al., 1995), puesto que
péptidos catidnicos matan a los microorganismos sensibles incrementando la permeabilidad de la

membrana (Meisel, 1997).

Los péptidos antitrombéticos derivados de K-caseina de la leche de vaca, llamados casoplatelinas,
son inhibidores de la agregacion de plaquetas, poseen una accidon antitrombotica debido a que se
han observado similitudes estructurales entre la cadena gamma del fibrindgeno y las secuencias
peptidicas; por su analogia estructural, entran en competencia con la cadena gamma del
fibrindgeno por los receptores de plaquetas, inhibiendo de esa forma su agregacion (Jolles et al.,

1986).

Se ha detectado principalmente en secuencias de -caseina y o-sj-caseina bovina, péptidos con
una accion antihipertensiva por inhibicion competitiva de la enzima convertidora de angiotensina
(ACE), la cual cataliza tanto la produccion del vasoconstrictor angiotensina Il y la inactivacion
del vasodilatador bradikinina (Yamamoto, 1997). En otros estudios, se ha notado un efecto de
disminucion de la presion arterial, por ejemplo, los péptidos procedentes de leche fermentada con
Lactobacillus helveticus, ingeridos por ratas hipertensas, hicieron bajar su presion arterial. Asi
mismo, una sola dosis de leche fermentada con Lactobacillus helveticus y Saccharomyces
cerevisiae ingerida por ratas hipertensas a razon de 5 mL/Kg provocd una baja de la presion
sistolica, mientras que no causo ningun efecto en ratas normales (Nakamura et al.,, 1995). En el
hombre se administr6 la misma leche fermentada con Lactobacillus helveticus a sujetos
hipertensos a razéon de 95 mL diarios durante 8§ semanas y se constatd idéntico resultado, una
reduccion significativa de la presion sistdlica respecto al grupo testigo que ingeria leche

acidificada a modo de placebo (Yamamoto, 1997).

El papel antitumoral de 90-95 a-casomorfina derivado de la a-caseina, de 1-5 B-casomorfina y
de 1-7 B-casomorfina de la B-caseina ha sido mostrado in vitro disminuir la proliferacion de

lineas celulares de cancer de seno y prostata (Kampa et al.,1996; Hatzoglou et al., 1996).
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La accion de tipo opidceo de algunos péptidos de la leche fueron las primeras propiedades
descubiertas. En el hombre tras la ingestion de leche de vaca, se han detectado casomorfinas en el
contenido del intestino delgado (Svedberg et al., 1985) ademds se encontraron péptidos con
accion opiacea en el estomago y en el duodeno (Chabance et al., 1998) pero aun no se les ha
hallado en la fase siguiente, es decir en la sangre, tras una ingestion alimentaria. Cabe sefialar que
se ha observado la accion in vitro de los antagonistas opiaceos, es decir, opuesta a los efectos

anteriores, con fragmentos de o-sj-caseina fragmento 158-164 (exorfina 6 casoxina D)
(Teschemacher et al., 1997; Meisel, 1997) y de k-caseina llamadas casoxinas, estos corresponden
a los fragmentos 25-34 (casoxina C), 35-41(casoxina A), y 58-61 de K-caseina (casoxina B)

(Chiba et al., 1989). Por consiguiente, es posible obtener a partir de la misma proteina, péptidos

con efecto inverso.
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Secuencia peptidica

Fragmento

Nombre

Actividad Biolégica

YPFPGPIPNSL

B-CN(f60-70)

B-Casomorfina-11

Opioide

YPFPGPI B-CN(f60-66) p-Casomorfina-7 Opioide, Inhibidor de angiotensina
YPFPG B-CN(f60-64) B-Casomorfina-5 Opioide
YVPXP o s -CN(f158-162) as1 -Casomorfina Opioide
RYLGYL os1 -CN(f90-95) o-caseina Opioide
RYLGYLE o s1 —CN(f90-96) o-caseina Opioide
YGLF a-LA(f50-53) a-Lactorfina Opioide, Inhibidor de angiotensina
YLLF B-LG(f102-105) B-Lactorfina Opioide, Inhibidor de angiotensina
YGFQNA SA(f399-404) Serorfina Opioide
SRYPSY.OCH; K-CN(f33-38) Casoxina 6 Antagonista Opioide
YIPIQYVLSR K-CN(f25-34) Casoxina C Antagonista Opioide
YL B-LG(f102-103) Lactokinina Inhibidor de angiotensina
ALPMHIR B-LG(f142-148) Lactokinina Inhibidor de angiotensina
VPP B-CN(f84-86) B-Casokinina Inhibidor de angiotensina
IPP B-CN(f74-76) B-Casokinina Inhibidor de angiotensina
AVPYPQR B-CN(f177-183) B-Casokinina-7 Inhibidor de angiotensina
FFVAPFPEVFGK o s1 —CN(f23-34) os1 -Casokinina Inhibidor de angiotensina
FFVAP o s1 —CN(f23-27) o s1 —Casokinina-5 Inhibidor de angiotensina
FPEVFGK o s1 —CN(f28-34) o.s1 —Casokinina-7 Inhibidor de angiotensina
VAP o s1 —CN(f25-27) a.s¢ -Casokinina Inhibidor de angiotensina
YQQPVLGPVR B-CN(f193-202) B-Casokinina-10 Inhibidor de angiotensina,
Inmunomodulador
TTMPLW o151 —CN(F194-199) Olgy- Inhibidor de angiotensina,
Inmunocasokinina Inmunomodulador
PGPIPN B-CN(f63-68) Inmunopéptido Inmunomodulador
LLY B-CN(f191-193) Inmunopéptido Inmunomodulador
Y6 a-LA(f50-51) (f18- «-CN(f38-39) Inhibidor de angiotensina,
19) Inmunomodulador
YGG o-LA(f18-20) Inmunopéptido Inmunopéptido
RELEELNVPGEIVES*LS*S*S*EESITR B-CN(f1-25)4P Caseinofosfopéptido Ligar Calcio
DIGS*ES*TEDQAMEDIM o s1 —CN(f43-58)2P Caseinofosfopéptido Ligar Calcio
QMEAES*IS*S*S*EEIVPNS*VEQK o st —CN(f59-79)5P | Caseinofosfopéptido Ligar Calcio
FKCRRWQRMKKLGAPSITCVRRAF LF(f17-41) Lactoferricina Antimicrobial
MAIPPKKNQDK k-CN(f106-116) Casoplatelina Antitrombotico

Fosfoserina = S*

Tabla 2. Ejemplo de péptidos bioactivos encontrados en las proteinas de la leche. (Adaptado de Meisel, 1999).




Planteamiento del Problema

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El CasNa es una sal de la caseina y tiene la capacidad de modular la proliferacion y
diferenciacion de las lineas celulares 32D y WEHI-3, ademds de inducir la acumulacion de
granulocitos in vivo en el sitio de inyeccion (Santiago, 1994). Cuando la caseina es expuesta a
enzimas proteoliticas, se obtiene un hidrolizado de caseina, y este hidrolizado también induce la
acumulacion de granulocitos en el sitio de inyeccion (Shamay et al., 2003), lo cual sugiere que el
CasNa y el hidrolizado de caseina pudieran tener un efecto bioldgico similar, incluyendo la
modulacion de la hematopoyesis. Ademas de que los péptidos de caseina liberados en tracto
digestivo activan la respuesta inmune (Lahov y Regelson, 1996; Chabance et al., 1998). Este
conjunto de datos indica que las caseinas asi como los péptidos liberados en la digestion
enzimatica, tienen potencial inmunomodulador, sin embargo, se desconoce si los péptidos

modulan la hematopoyesis al nivel como lo hacen las caseinas.

Por lo anterior, en el presente trabajo se pretende mostrar que el hidrolizado de caseina, al igual
que el CasNa bloquea la proliferacion e induce diferenciacion de las células 32D y WEHI-3.
Adicionalmente se explora la posibilidad de que los fragmentos peptidicos 25-34, 35-41 y 58-61
obtenidos de k-caseina pueden ser algunos de los responsables del bloqueo de la proliferacion e
inductores de la diferenciacion contenidos en el hidrolizado de caseina. Este estudio no solo es
importante porque se amplia el conocimiento bésico sobre la regulacion de la hematopoyesis,
sino que también puede proporcionar informacion util para relacionar proteina dietética con la
respuesta inmune, lo cual se puede reflejar en la salud de los individuos y ayudar a encontrar

alternativas para solucionar los problemas de una hematopoyesis anormal.
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Hipétesis

HIPOTESIS

Las caseinas y el caseinato de sodio (CasNa) inhiben la proliferacion de la linea hematopoyética
multipotencial 32D y de la linea leucémica mielomonocitica WEHI-3, ambas de raton.

Se sabe que el hidrolizado de caseina puede activar el sistema inmune, por lo que, se espera que
el hidrolizado de caseina también module la proliferacion y diferenciacion de las células 32D y
WEHI-3, sin afectar su viabilidad tal y como lo hace el CasNa, de igual manera se espera que los
fragmentos peptidicos 25-34, 35-41 y 58-61 provenientes de la secuencia de aminoacidos de la k-

caseina, pudieran modular la hematopoyesis.
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Objetivos

OBJETIVOS

General:

Evaluar la participacion del hidrolizado de caseina (HC) y los fragmentos peptidicos 25-34, 35-
41 y 58-61 de k-caseina como moduladores de la proliferacion y diferenciacion en la linea celular

mieloide normal 32D y la linea leucémica WEHI-3.

Particulares:

» Evaluar el efecto del HC en la proliferacion de las células 32D y WEHI-3.

» Evaluar el efecto de los fragmentos peptidicos 25-34, 35-41 y 58-61 de k-caseina en la
proliferacion de las células 32D y WEHI-3.

» Evaluar la viabilidad de las células 32D y WEHI-3 tratadas con HC, CasNa y los
fragmentos peptidicos 25-34, 35-41 y 58-61 de k-caseina.

» Determinar si el HC, CasNa y los fragmentos peptidicos 25-34, 35-41 y 58-61 de k-

caseina inducen diferenciacion de las células 32D y WEHI-3.
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Materiales y Métodos

MATERIALES Y METODOS

A. Lineas celulares.

En este trabajo se empled la linea hematopoyética mieloide multipotencial de ratén 32D
dependiente de Interleucina-3 (IL-3), la cual fue donada por la Dra. T. Hoang (Laboratory of
Hematopoyesis and Leukemia, Montreal Canada.). Las células se cultivaron en medio Iscove’s
Modified Dulbecco’s (IMDM) (Gibco BRL NY, USA) (Apéndice A), suplementado con 10% de
suero fetal bovino (SFB) previamente inactivado a 56°C (HyClone UTA, USA) (Apéndice A),
adicionando 0.5 ng/mL de IL-3 recombinante de raton (rmlIL-3) (R&D System, Minneapolis,
USA) (Apéndice A), a una temperatura de 37°C, en una atmosfera al 5% de CO, (Freshney R,
1994). Cada resiembra se realizo con 1 X 10° células/mL, en cajas Petri (Fisher Brand, Denmark)
cada 48 horas. La linea leucémica mielomonocitica de raton WEHI-3, fue adquirida en la
American Type Culture Collection TIB-68 (ATCC TIB-68), se cultivd bajo las mismas
condiciones que la linea 32D a excepcion de la adicion de IL-3, pero suplementada con -

mercaptoetanol 0.05 mM, resembrada a una densidad de 3 X 10* células/mL, cada 48 horas.

B. Cultivos bajo tratamiento de las células 32D y WEHI-3.

Para evaluar el efecto del hidrolizado de caseina (HC) (Sigma, USA) y el caseinato de sodio
(CasNa) (Difco Lab., Detroit, Michigan USA), primero se prepararon las soluciones,
solubilizando al CasNa y el HC en PBS (Buffer de fosfatos) (Apéndice A), al 10% (p/v),
posteriormente se esterilizaron por medio de autoclave. Los cultivos celulares se realizaron en
placas de 96 pozos fondo plano (Corning N'Y, USA), con una densidad inicial de 2 x 10* células/
mL e IL-3 [0.5ng/mL], todo bajo las condiciones de cultivo antes mencionadas, posteriormente se
adicionaron diferentes dosis de hidrolizado de caseina o CasNa y se incubd por 72 horas, ademas
se incluyeron cultivos con 4 microlitros (uL) de PBS (como control del experimento), con cuatro

repeticiones por condicion. Una vez transcurrido el tiempo se evaluo la proliferacion celular.
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En el caso de las células WEHI-3, los cultivos celulares se realizaron en placas de 24 pozos fondo
plano, tratadas para ultra no-adherencia (Corning NY, USA), con una densidad inicial de 2 x 10°
células/mL y suplementada con B-mercaptoetanol (0.05 mM), utilizando diferentes dosis de
CasNa e hidrolizado de caseina, bajo las mismas condiciones de cultivo y tiempo de 72 horas de
incubacion. Para evaluar el efecto del hidrolizado de caseina y del CasNa en la proliferacion de
las células 32D y WEHI-3, se estim6 el numero celular por conteo directo de cada ensayo, se
resuspendio y se tomo una alicuota que posteriormente se colocoé en una camara de Neubauer,
para evaluar el namero celular bajo un microscopico de luz (Carl Zeiss), estimando asi la
densidad celular. Paralelamente se determiné la viabilidad celular por la técnica de exclusion al
azul tripano (Sigma, USA), utilizando una porcién 1:1 de colorante y de muestra celular, para
proceder a evaluar la diferencia entre células muertas y vivas (Una célula viable tendra el
citoplasma refringente mientras que una célula no viable tendra el citoplasma azul). El efecto en

la proliferacion celular fue confirmado con incorporacion de timidina tritiada.

Efecto de los fragmentos peptidicos 25-34, 35-41 y 58-61 de x-caseina en las células 32D y
WEHI-3.

Para evaluar el efecto de los péptidos de k-caseina, (Sigma USA) (Tabla 2), primero se

prepararon las soluciones solubilizando los péptidos de k-caseina en PBS, para obtener una
concentracion stock de 50 mM, posteriormente se esterilizaron mediante radiacion con Cesio-137
(Cs-137) a 10,000 rads por espacio de 27 minutos.

Los cultivos celulares se realizaron en placas de 96 pozos fondo plano (Corning NY, USA), con
una densidad inicial de 2 x 10* células/mL en células 32D e IL-3 a [0.5 ng/mL], todo bajo las
condiciones de cultivo antes empleadas, se realizaron ensayos de curvas dosis-respuesta, por lo
que las concentraciones de péptidos aplicadas en los ensayos, fueron: de [0.0, 0.1, 0.5, 1.0, 1.5,

2.0 mM] para el fragmento 58-61 de K-caseina una vez transcurrido el tiempo se evalud el

nimero celular mediante un Hemocitémetro, en el caso de los fragmentos 25-34 y 35-41 de x-

caseina se empled un rango de concentraciones de [0.0, 0.00001, 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, 1.0
mM], (EI cero significa el cultivo control, condicionado con vehiculo (PBS), la evaluacion se

realizo mediante la incorporacion de *H-timidina.
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El tiempo de cultivo fue de 72 horas en ambas lineas celulares, y se incluyeron cultivos con 4 uL

de PBS, los ensayos tuvieron cuatro repeticiones por condicion.

En el caso de las células WEHI-3, los cultivos celulares se realizaron en placas de 96 pozos
fondo plano (Corning NY, USA), con una densidad inicial de 2 x 10° células/mL y suplementada
con B-mercaptoetanol 0.05 mM, utilizando las mismas dosis aplicadas para las células 32D, y

empleando las mismas condiciones de cultivo antes mencionadas y 72 horas de incubacion. Para
evaluar el efecto de los péptidos en la proliferacion de las células WEHI-3, se estim6 el numero

celular por conteo directo para el péptido fragmento 58-61 de k-caseina; y la incorporacion de
*H-timidita para los fragmentos peptidicos 25-34 y 35-41 de k-caseina.

Descripcion de los péptidos de k-caseina utilizados:

Péptido Peso Molecular | Caracter

Fragmento 25-34
de k-caseina | YIPIQYVLSR 1251.47D

Fragmento 35-41
de K-caseina YPSYGLNY 976.03 D

Fragmento 58-61
de K-caseina YPYY 604.64 D acido

Tabla 3. Caracteristicas de los péptidos de K-caseina (Sigma USA) utilizados en los ensayos.
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Incorporacion de [3H]-timidita

La cuantificacion de la incorporacion de *H-timidita [Thymidine (Methyl3-H) KR AMTMANN
DF. México] se utilizd como otro parametro para evaluar la proliferacion celular. Al segundo dia
de cultivo de las células 32D y WEHI-3 tratadas con los péptidos de k-caseina, se adicion6 a los
cultivos 1 uCi de *H-timidina, diluyendo 1 pCi/mL de *H timidina en Iscove’s y SFB, colocando
20 uL de esta solucion de *H-timidina, en cada pozo, se retornd la placa a la incubadora; después
de 18 horas adicionales las células fueron congeladas a —70°C, después la placa se pasa a la
incubadora para descongelar, se repitid este procedimiento una vez mas, con la finalidad de lizar
las células y obtener los ntcleos, posteriormente se cosecharon las muestras sobre papel de fibra
de vidrio Whatman utilizando un cosechador de células, aspirando y lavando varias veces las
muestras con agua destilada para que se elimine la *H-timidina no incorporada, se dejo secar a
temperatura ambiente los papeles y posteriormente, se colocd cada uno en un vial con 2 mL de
liquido de centelleo (Beckman CA, USA) y se procedi6 a hacer la lectura de la radioactividad
incorporada (CPM) en un contador de emisiones beta (Beckman LS6500, USA).

C. Evaluaciones de la Diferenciacion Morfologica

La diferenciacion morfologica se evalud después de realizar frotis de las muestras sobre
portaobjetos, posteriormente las células se fijan con metanol absoluto, y se procede a tefiir con el
colorante Giemsa al 10% (Sigma Co. USA) (Apéndice B) por 15 minutos y después se enjuagod
con agua, posteriormente se determind la morfologia diferenciando los blastos de los linajes
monocito-macréfago y granulocito-neutrofilo por su tamaio, forma del ntcleo y la proporcion

nucleo-citoplasma (Mc Donal, 1995).

D. Tinciones Citoquimicas especificas

Para determinar con mayor precision los linajes celulares, se realizd la técnica de tincion
citoquimica especifica para el linaje monocito-macréofago con alfa-naftil acetato esterasa
(Apéndice C) y para el linaje granulocito-neutréfilo con cloroacetato esterasa (Apéndice D) (Li et
al., 1973). El criterio utilizado para la determinacion de cada linaje fue, positivo para las células

que presentaron el color caracteristico de la tincion 9, negativo para las que no lo presentaron.
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E. Expresion de antigenos de superficie.

Citometria de Flujo: Ademas de las evaluaciones morfologicas y citoquimicas se determiné la
diferenciacion mediante la aparicion de antigenos de superficie caracteristicos del linaje
monocito-macrofago y del linaje granulocito-neutrofilo empleando la citometria de flujo.

Se utilizé el anticuerpo anti-Fms [(CSF-1R) extracellular domian] que reconoce un dominio
extracelular del receptor del factor estimulador de colonias de macréfagos (MCSFR), una
molécula que se expresa solo en células del linaje monocito-macréfago, y el anticuerpo anti-Gr-1
que reconoce a un epitope de Ly-6G, cuya expresion estd directamente relacionada con la
diferenciacion granulocitica. Inicialmente se evalud la especificidad de los anticuerpos, en células
de cavidad peritoneal de ratones CD-1 (macrofagos residentes de cavidad peritoneal) para el
anticuerpo anti-Fms y células de médula 6sea (células granulociticas) para el anticuerpo Gr-1, se
empled para cada anticuerpo un control de isotipo. Luego se cuantificod la fluorescencia de las
células sin anticuerpo (fluorescencia propia), con el isotipo y en presencia de cada anticuerpo

especifico.

Deteccion del antigeno de superficie especifico para macrofagos.

a) Una vez transcurrido el tiempo de cultivo las células de cada tratamiento se colectaron en
tubos eppendorf y se centrifugd 6 minutos, el boton se lavd, después se adiciono el anticuerpo
anti-Fms [(CSF-1R) extracellular domian (rabbit antisuerum) (UPSTATE NY, USA)] que
reconoce al receptor del M-CSF presente en macrofagos y monocitos, o también se adiciono el
control de isotipo [IgG de conejo (Normal rabbit IgG) (UPSTATE NY, USA)] (diluidos 1:200) a
las células y se incubo por 30 minutos a 4°C (EI control de isotipo se adicion6 a una muestra
positiva) posteriormente, se lavaron 2 veces con PBS-SFB al 2%. Y después se adiciond el
anticuerpo secundario [Goat anti-rabbit IgG fluorescein (FITC) conjugated (ZYMED, San
Francisco CA, USA)], (diluido 1:200) a todas las muestras, y de igual manera se incubd 30
minutos a 4°C, se lavd dos veces. La cuantificacion se realizo en un citometro de flujo (FACS
Calibur), para la lectura de las muestras se emple6 PBS-SFB al 2% y se evaluaron 10,000

eventos.
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Deteccion del antigeno de superficie especifico para granulocitos.

b) Transcurrido el tiempo de cultivo se colectaron las células y se centrifugd por 6 minutos,
después se adiciond el anticuerpo Gr-1 [(FITC-conjugated rat anti-mouse Ly-6G and Ly-6C)
(BD Biosciences Pharmigen San Diego CA, USA)] que reconoce al antigeno Gr-1 expresado en
granulocitos, y también se adicion6 el control de isotipo (FITC-conjugated rat 1gGapx) (BD
Biosciences Pharmigen San Diego CA, USA) (diluidos 1:200), se incubd 30 minutos a 4°C (el
control de isotipo se adiciond a una muestra del positivo), posteriormente se lavo dos veces con
PBS-SFB al 2%, y se cuantificd. Para la lectura de las muestras se emple6 PBS-SFB al 2%. Se

evaluaron 10,000 eventos.

Manejo de Datos y Analisis Estadistico

Todos los experimentos fueron realizados al menos tres veces de manera independiente, con
cuatro repeticiones cada uno, Las evaluaciones morfoldgicas y citoquimicas se realizaron por
triplicado, con al menos dos repeticiones cada uno. Todos los datos obtenidos se analizaron por
un Analisis de Varianza (ANOVA), después las medias se compararon para obtener la diferencia
significativa mediante la prueba de Tukey y la prueba de Dunnett, (p<0.05), se realizé empleando

el programa SPSS (version 11.0) estandar para Windows (2001).
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RESULTADOS
Bloqueo de la proliferacion celular por el HC.

Para evaluar el comportamiento del CasNa e HC en la proliferacion de la linea celular mieloide
32D y de la linea leucémica WEHI-3, se realizaron ensayos dosis-respuesta en presencia de
CasNa e HC y después de 72 horas de cultivo se evalu6 el numero celular. Los datos obtenidos
indican que el CasNa e HC reducen significativamente (p<0.05) y en forma dosis-dependiente la
proliferacion de las células 32D a partir de 0.5 mg/mL, (Fig. 2-A, 3-A). En cuanto a WEHI-3, los
resultados indican que el efecto en la proliferacion de CasNa e HC es a partir de 1 mg/mL de

manera significativa respecto al control (p<0.05) (Fig. 4-A, 5-A).

La inhibicion de la proliferacion no es consecuencia de muerte celular.

El bloqueo en la proliferacion puede ser consecuencia de citotoxicidad por parte de estas
moléculas, para descartar esta posibilidad las células fueron evaluadas por la técnica de exclusion
al azul tripano, un colorante el cual se incorpora en las células muertas. Los resultados indican
que ninguno de los dos tratamientos alteran la viabilidad celular a dosis menores o iguales de 2
mg/mL, ya que no existe diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) con respecto al
control, en ambas lineas celulares; células 32D (Fig. 2-B, 3-B); células WEHI-3 (Fig.4-B, 5-B).
La viabilidad solo es afectada significativamente respecto al control, con la dosis de 4 mg/mL,

aunque fue superior al 90% independientemente del tratamiento.

Conociendo que la dosis de 2 mg/mL de CasNa o HC no afecta la viabilidad celular, se procedio
a usar esta dosis para confirmar el bloqueo de la proliferacion por ensayos de incorporacion de

*H-timidina. Los resultados confirman que ambos compuestos bloquean la proliferacion de las

células 32D y WEHI-3 (Fig. 6-A, B).
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Figura 2. Efecto dosis-respuesta del Caseinato de Sodio (CasNa) en la proliferacion (A) y viabilidad (B) de la linea celular
32D, evaluada por conteo directo y exclusion al azul tripano, después de 72 horas de cultivo. Control con vehiculo (0), Caseinato

de Sodio (CasNa) [0.01, 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mg/mL]. *Diferencia estadisticamente significativa respecto al control (p<0.05).
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Figura 3. Efecto dosis-respuesta del Hidrolizado de caseina (HC) en la proliferacion (A) y viabilidad (B) de la linea celular
32D, evaluada por conteo directo y exclusion al azul tripano, después de 72 horas de cultivo. Control con vehiculo (0),

Hidrolizado de caseina (HC) [0.01, 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mg/mL]. *Diferencia estadisticamente significativa respecto al control
(p<0.05).
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Figura 4. Efecto dosis-respuesta del Caseinato de Sodio (CasNa) en la proliferacion (A) y viabilidad (B) de la linea celular
WEHI-3, evaluada por conteo directo y exclusion al azul tripano, después de 72 horas de cultivo. Control con vehiculo (0),

Caseinato de Sodio (CasNa) [0.01, 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mg/mL]. *Diferencia estadisticamente significativa respecto al control
(p<0.05).
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Figura 5. Efecto dosis-respuesta del Hidrolizado de caseina (HC) en la proliferacion (A) y viabilidad (B) de la linea celular
WEHI-3, evaluada por conteo directo y exclusion al azul tripano, después de 72 horas de cultivo. Control con vehiculo (0),

Hidrolizado de caseina (HC) [0.01, 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mg/mL]. *Diferencia estadisticamente significativa respecto al control
(p<0.05).
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Figura 6. Efecto del Caseinato de Sodio (CasNa) e Hidrolizado de caseina (HC) en la proliferacion de la linea celular 32D y
WEHI-3, a una dosis de 2 mg/mL, evaluada por incorporacion de *H-Timidina, después de 72 horas de cultivo. Control (con
vehiculo), Caseinato de Sodio (CasNa), Hidrolizado de caseina (HC). *° Diferencia estadisticamente significativa entre

tratamientos y respecto al control (p<0.05).
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Efecto de los fragmentos peptidicos 25-34, 35-41 y 58-61 de K-caseina en la proliferacion de
células 32D y WEHI-3.

Para determinar si se afecta la proliferacion de las células 32D y WEHI-3 en presencia de los
péptidos de «x-caseina se realizaron ensayos dosis-respuesta, abarcando un rango de
concentraciones de [0.0, 0.1, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mM] para el fragmento 58-61 de k-caseina, una
vez transcurrido el tiempo de cultivo se evalud el numero celular mediante un Hemocitometro;
para los fragmento 25-34 y 35-41 de k-caseina se empled un rango de concentraciones de [0.0,

0.00001, 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, 1.0 mM], la evaluacién se realizéo mediante la incorporacion de

*H-timidina. El tiempo de cultivo fue de 72 horas en ambas lineas celulares.

Para el péptido fragmento 58-61 de k-caseina los datos indican que no tiene efecto en la
proliferacion celular respecto al control con vehiculo, en células 32D (Fig.7-A). Para las células
WEHI-3 tampoco mostré efecto en la proliferacion celular (Fig.8-A) (p<0.05), la viabilidad no se
ve modificada en ambas lineas celulares (Fig.7-B y 8-B) (p<0.05).
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0 0.1 0.5 1 1.5 2mM 0 0.1 0.5 1 15 2mM

Fragmento 58-61 de k-caseina Fragmento 58-61 de K-caseina

Figura 7. Curva dosis respuesta de efecto del fragmento 58-61 de k-caseina en la proliferacion (A) y viabilidad (B) de la

linea celular 32D, evaluada por conteo directo después de 72 horas de cultivo. Control con vehiculo (0), fragmento 58-61 de x-

caseina [0.1, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mM], (p<0.05) respecto al control.
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Figura 8. Curva dosis respuesta de efecto del fragmento 58-61 de K-caseina en la proliferacion (A) y viabilidad (B) de la
linea celular WEHI-3, evaluada por conteo directo después de 72 horas de cultivo. Control con vehiculo (0), fragmento 58-61 de

K-caseina [0.1, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mM], (p<0.05) respecto al control.

El fragmento peptidico 25-34 de k-caseina, afecto significativamente la proliferacion de las
células 32D (59.9% de proliferacion respecto al control y entre los demas tratamientos) al
emplear la dosis de 1 mM (Fig.9-A) (p<0.05), sin afectar la viabilidad celular (p<0.05) (Fig. 9-
B). Para el caso de las células WEHI-3 tratadas con este péptido indican que el efecto en la
proliferacion es mayor a la que presentan las células 32D ya que muestra un porcentaje de solo un
33.2 % de proliferacion respecto al control (Fig.10-A), diferencia estadisticamente significativa

(p<0.05), sin afectar la viabilidad celular (p<0.05) (Fig.10-B), utilizando la misma concentracion

de 1 mM que se utilizd para las células 32D.

36



Resultados

250000 -

Incorporacion de *H (cpm)
Viabilidad (%)
3

-
o

0.01
1mM

0.0001
0.001

p: =
=)

3 o
oS €

-

-
o
1]
=3
<
=

0.00001
0.0001
0.001

Fragmento 25-34 de K-caseina Fragmento 25-34 de k-caseina

Figura 9. Curva dosis respuesta de efecto del fragmento 25-34 de K-caseina en la proliferacion (A) y viabilidad (B) de la
linea celular 32D, evaluada por incorporacién de *H-timidina, después de 72 horas de cultivo. Control con vehiculo (0),
fragmento 25-34 de k-caseina [0.00001, 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1 mM]. * Diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)

respecto al control.
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Figura 10. Curva dosis respuesta de efecto del fragmento 25-34 de k-caseina en la proliferacion (A) y viabilidad (B) de la
linea celular WEHI-3, evaluada por incorporacion de *H-timidina, después de 72 horas de cultivo. Control con vehiculo (0),
fragmento 25-34 de k-caseina [0.00001, 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1 mM]. * Diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)

respecto al control.

El fragmento peptidico 35-41 de k-caseina muestra un efecto marginal pero significativo

(p<0.05) en las células 32D respecto al control al emplear la dosis de 0.1 y 1 mM (Fig.11-A), sin
afectar la viabilidad celular (p<0.05) (Fig.11-B). Para las células WEHI-3 tratadas con este

péptido indican que el efecto en la proliferacion tuvo menos efecto que en las células 32D ya que
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muestra un porcentaje de 83.71 % de proliferacion con la dosis de 1 mM, respecto al control
(Fig.12-A) diferencia estadisticamente significativa (p<0.05), sin afectar la viabilidad celular

(p<0.05) (Fig.12-B).
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Figura 11. Curva dosis respuesta de efecto del fragmento 35-41 de kx-caseina en la proliferacion (A) y viabilidad (B) de la
linea celular 32D, evaluada por incorporacion de *H-timidina, después de 72 horas de cultivo. Control con vehiculo (0),

fragmento 35-41 k-caseina [0.00001, 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1 mM] * Diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) respecto

al control.
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Figura 12. Curva dosis respuesta de efecto del fragmento 35-41 de k-caseina en la proliferacion (A) y viabilidad (B) de la
linea celular WEHI-3, evaluada por incorporacion de *H-timidina, después de 72 horas de cultivo. Control con vehiculo (0),
fragmento 35-41 de k-caseina [0.00001, 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1 mM]. *Diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)

respecto al control.
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Efecto de CasNa, Hidrolizado de caseina y péptidos de k-caseina en la diferenciacion de

células 32D y WEHI-3.

Evaluaciéon Morfologica.

Una célula bajo el estimulo de ciertos factores puede diferenciarse (Sachs, 1996). El bajo indice
de proliferacion puede ser resultado de una diferenciacion de las células hacia alglin linaje (Lee
R. et al.,, 1998), por lo anterior, se evalud la morfologia en las células mediante tinciones con
Giemsa, utilizando las mismas concentraciones empleadas, que tuvieron efecto en la proliferacion
pero, no en la viabilidad, por lo que el CasNa y el hidrolizado de caseina se empled a 2 mg/mL y
los péptidos con ImM tanto para las células 32D como para las células WEHI-3. Las
evaluaciones se realizaron comparando los tratamientos con respecto al control, obteniendo los
porcentajes de diferenciacion de las células. El criterio de evaluacion fue el tamafio y la forma del

nucleo, tomando en cuenta la relacion nicleo citoplasma y caracteristicas del citoplasma.

Los resultados muestran que los cultivos control en las células 32D presentan un porcentaje
mayor al 92% de blastos, al ser tratadas con HC un 20% de las células presentan caracteristicas
del linaje monocito-macréfago, y 8% corresponden al linaje granulocito-neutrofilo, al tratarlas
con CasNa el 37%, presentan caracteristicas del linaje monocito-macrofago y 2% del linaje
granulocito-neutrofilo (Fig.13, Tabla 4-A). Para el caso de las células WEHI-3 las evaluaciones
muestran un 85.5% de células blasticas, pero al ser tratadas con CasNa el 15.9% de las células
tienen caracteristicas del linaje monocito-macrofago y 11.5% del linaje granulocito-neutréfilo. En
cuanto a HC se muestra un 17.2% del linaje monocito-macréfago y un 10.5% del linaje

granulocito-neutréfilo (Fig.14, Tabla 4-B).

En cuanto a los péptidos solo se observo que las células 32D en presencia del fragmento 25-34 de
K-caseina presenta una induccion de la diferenciacion hacia el linaje monocito-macréfago

(Fig.13) (Tabla 4-A).
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A) Células en Banda de médula dsea de raton E) Hidrolizado de caseina

B) Células J774 F) Fragmento 25-34 de k- caseina

C) Células 32D control con vehiculo G) Fragmento 35-41 de x-caseina

s

D) CasNa H) Fragmento 58-61 de x-caseina

Figura 13. Morfologia de las células 32D (400X), en presencia de CasNa, Hidrolizado de caseina y péptidos de x-caseina. Las

células fueron cultivadas por 72 horas y teflidas con Giemsa. Células en Banda (A), Células J-774 (B); Células 32D con solo

vehiculo (C) como controles. Células 32D tratadas con CasNa (D), con Hidrolizado de caseina (E), con fragmento 25-34 de k-

caseina (F), con fragmento 35-41 de k-caseina (G) y con fragmento 58-61 de k-caseina (H).
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A) Células WEHI-3 control con vehiculo D) Fragmento 25-34 de x-caseina

o

B) CasNa E) Fragmento 35-41 de x-caseina
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C) Hidrolizado de caseina F) Fragmento 58-61 de k-caseina

Figura 14. Morfologia de las células WEHI-3 (400X), en presencia de CasNa, Hidrolizado de caseina y péptidos de k-caseina.
Las células fueron cultivadas por 72 horas y tefiidas con Giemsa. Células WEHI-3 con so6lo vehiculo (A), con CasNa (B), con

Hidrolizado de caseina (C), con fragmento 25-34 de K-caseina (D), con fragmento 35-41 de x-caseina (E) y con fragmento 58-61

de k-caseina (F).
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Evaluacion citoquimica

Ademas de la determinacion de la morfologia mediante tincion Giemsa, y para tener una mayor
certeza de hacia que linaje se diferencian las células tratadas con CasNa, Hidrolizado de caseina y
los péptidos de k-caseina, se realizaron tinciones citoquimicas especifica: a) Tincion o-naftil
acetato esterasa especifica para el linaje monocito-macréfago y b) Tincion cloroacetato esterasa
para el linaje granulocito-neutrofilo, ademas de esto, se utilizaron para las tinciones control, la
linea celular monocitica P-388, la linea macrofagica J-774 y la linea celular fibroblastica L-929 o
células de médula dsea de raton. El criterio utilizado para la determinacion de cada linaje fue
“positivo” para las células que presentaran el color caracteristico de la tincion o, “negativo” para

las que no lo presentan.

Los resultados obtenidos de las tinciones indican que las células 32D tratadas con CasNa
presentan mayor porcentaje de células positivas del linaje monocito-macrofago, aumentando
significativamente a un 30% de células positivas, con la dosis empleada anteriormente (2
mg/mL); para el hidrolizado de caseina los datos muestran que el porcentaje aumenta a un 14.0%
y el fragmento 25-34 a un 8.5% de células positivas, mientras que el control representa tan solo el
3.3% de células positivas, diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) respecto a éste

(Tabla 4-A).

En cuanto a los fragmentos peptidicos 35-41 y 58-61 de K-caseina no muestran diferencia
significativa en los porcentajes de células positivas, 6.0% y 4.5% respectivamente, comparados
con el control. En la tincién para granulocitos los datos muestran que el tratamiento con CasNa
tiene un 14.2%, el de hidrolizado de caseina aumenta a un 18.0% y los péptidos fragmento 25-34
y 58-61 de k-caseina muestran un 25.3% y 29.0% de células positivas hacia este linaje de manera
significativa (p<0.05), ya que los datos del cultivo control solo presenta un 7.7% de células
positivas (Tabla 4-A) (Fig.15). El péptido fragmento 35-41 no tiene efecto significativo respecto

al control.

42



Resultados

La linea celular WEHI-3 en la tincion especifica para monocitos-macrofagos, con el tratamiento
de CasNa presentd un porcentaje de 14.7%, con hidrolizado de caseina presenta un 20.2% de
células positiva, mostrando una diferencia significativa respecto al control, que tiene 7.0% de
células positivas (p<0.05), mientras que los fragmentos peptidicos 25-34, 35-41 y 58-61 de k-
caseina muestran un 7.6%, 4.0%, 1.6% respectivamente y no tienen efecto significativo respecto
al control (p<0.05). Las células positivas para la tincion de granulocitos que presenta CasNa es
de 35%, para hidrolizado de caseina de 24.6%, y para los fragmentos peptidicos 25-34, 35-41 y
58-61 de k-caseina 19.3%, 20%, 19% respectivamente, mostrando un efecto significativo en la

diferenciacion celular respecto al control (p<0.05) (Tabla 4-B) (Fig.16).
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A
Diferenciacion Morfolégica (%) Tincion Citoquimica Especifica (%)
Monocito- Granulocito- Monocito- Granulocito-
Células 32D macroéfago neutrofilo macroéfago neutrofilo
Control 8+0.1 0.0+0.0 33+2.0 7.7+20
CasNa 37.0 +2.8% 3.0+2.1% 30.5+ 1.0* 14.2 +2.6*
Hidrolizado de caseina 20.0 +0.5* 8.0+ 1.7* 14.0 +1.1% 18.0 + 1.6*
Fragmento 25-34 de k- 12.2+0.07* 5.8+ 1.6 8.5+ 0.7* 25.3+3.0%
caseina
Fragmento 35-41 de k- 83+2.1 29+3.1 6.0+ 1.4 103+ 1.1
caseina
Fragmento 58-61 de k- 8.0+ 1.1 2.2+ 1.8% 45+0.7 29.0 +3.6*
caseina

Tabla 4-A. Diferenciacién Morfolégica y Tincién Citoquimica. Induccion a la diferenciacion de las células 32D tratadas con
CasNa, Hidrolizado de caseina, y péptidos de x-caseina, evaluadas después de 72 horas de incubacion. Porcentaje de monocito-
macréfagos y granulocito-neutréfilos después de la tincion con Giemsa 6 Citoquimica especifica (alfa-naftil acetato esterasa para

macrofagos y cloroacetato esterasa, para neutrofilos). *Diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) respecto al control.

B
Diferenciacién Morfologica (%) Tincién Citoquimica Especifica (%)
Monocito- Granulocito- Monocito- Granulocito-
Células WEHI-3 macroéfago neutrofilo macroéfago neutrofilo
Control 6.0 +0.5 85+1.1 7.0+4.0 106+ 1.1
CasNa 15.9 +2.5% 11.5+ 1.0% 14.7 + 3.6* 35.0 +5.0%
Hidrolizado de caseina 17.2 +1.8*% 10.5+0.5%* 20.2 + 0.9% 24.6 + 3.5%
Fragmento 25-34 de k- 7.8 +0.9% 9.5+ 1.1 7.6+ 1.5 19.3 +2.0%
caseina
Fragmento 35-41 de k- 7.8+22 8.0+0.5 4.0+1.0 20.0 + 1.0%
caseina
Fragmento 58-61 de - 63+1.5 9.0 +2.4 1.6+0.5 19.0 +2.0*
caseina

Tabla 4-B. Diferenciacion Morfolégica y Tincion Citoquimica. Induccion a la diferenciacion de las células WEHI-3 tratadas
con CasNa, Hidrolizado de caseina, y péptidos de k-caseina, evaluadas después de 72 horas de incubacion. Porcentaje de
monocito-macrofagos y granulocito-neutréfilos después de la tincion con Giemsa 6 Citoquimica especifica (alfa-naftil acetato

esterasa para macrofagos y cloroacetato esterasa, para neutrofilos). *Diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) respecto al

control.
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A) Células P-388 E) Hidrolizado de caseina

) Células J-774 F) Fragmento 25-34 de k- caseina

C) Células 32D control con vehiculo G) Fragmento 35-41de k- caseina

D) 32D CasNa H) Fragmento 58-61 de k-caseina

Figura 15. Tinciones citoquimicas en células 32D (400X). Tincién o-naftil acetato esterasa especifica para linaje monocito-

macrofago. Linea monocitica P-388 (A), linea macrofagica J-774 (B), células 32D con s6lo vehiculo (C), como controles. Células

32D tratadas con CasNa (D), Hidrolizado de caseina (E), con fragmento 25-34 de x-caseina (F), con fragmento 35-41 de k-

caseina (G) y con fragmento 58-61 de k-caseina (H).
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A) Células L-929 E) Hidrolizado de caseina

F) Fragmento 25-34 de k-caseina

C) Células 32D control con vehiculo G) Fragmento 35-41 de x-caseina

D) CasNa H) Fragmento 58-61 de k-caseina

Figura 16. Tinciones citoquimicas en células 32D (400X). Tincion cloroacetato esterasa especifica para linaje granulocito-

neutréfilo. Linea monocitica L-929 (A), Células de Médula Osea (B), células 32D con s6lo vehiculo (C), como controles. Células

32D tratadas con CasNa (D), Hidrolizado de caseina (E), con fragmento 25-34 de K-caseina (F), con fragmento 35-41 de k-

caseina (G) y con fragmento 58-61 de k-caseina (H).
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A) Células WEHI-3 control con vehiculo D) Fragmento 25-34 de k-caseina
B) CasNa E) Fragmento 35-41 de k-caseina

C) Hidrolizado de caseina F) Fragmento 58-61 de k-caseina

Figura 15. Tinciones citoquimicas en células WEHI-3 (400X). Tincion o-naftil acetato esterasa especifica para linaje monocito-
macrofago. Células WEHI-3 con so6lo vehiculo (A), con CasNa (B), con Hidrolizado de caseina (C), con fragmento 25-34 de k-

caseina (D), con fragmento 35-41 de k-caseina (E) y con fragmento 58-61 de x-caseina (F).
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A) Células WEHI-3 control con vehiculo D) Fragmento 25-34 de x-caseina

B) CasNa E) Fragmento 35-41 de x-caseina

C) Hidrolizado de caseina F) Fragmento 58-61 de k-caseina

Figura 16. Tinciones citoquimicas en células WEHI-3 (400X). Tincion cloroacetato esterasa especifica para linaje granulocito-
neutréfilo, (A) células WEHI-3 con sélo vehiculo, (B) con CasNa, con Hidrolizado de caseina (C), con fragmento 25-34 de k-

caseina (D), con fragmento 35-41 de x-caseina (E), con fragmento 58-61 de k-caseina (F).
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Evaluacion por expresion de antigenos de superficie

Para tener una mayor precision en la evaluacion de la diferenciacion, se determind la aparicion o
el incremento de los antigenos de superficie del linaje monocito-macréfago y del linaje
granulocito-neutrofilo mediante citometria de flujo, empleando el anticuerpo anti-Fms que
reconoce un dominio extracelular del receptor del M-CSF (M-CSFR o c-fms), presente en células
del linaje macroféagico (Riccioni ef al., 2003) y el anticuerpo Gr-1, el cual reconoce a un dominio
de Ly-6G, que es una proteina de membrana de 21-25 kDa acoplada a glicosil-fosfatidil-inositol

(GPI), ligado a diferenciacion granulocitica (Zhang et al., 2002).

Como primer paso los anticuerpos fueron empleados en la linea celular macrofagica de raton P-
388 para evaluar la especificidad del anticuerpo anti-Fms y células en banda de médula d6sea de
ratones CD-1 separadas por Ficoll y utilizadas para evaluar el anticuerpo Gr-1, (Fig.19-B,F),
también se determino las especificidad de los anticuerpos, empleandose un control de isotipo, se
emplearon controles negativos, células en banda para el anticuerpo anti-Fms, y la linea
fibroblastica L.-929 para el anticuerpo Gr-1 (controles negativos) (Fig.19-A,E), también se evalud
la fluorescencia de las células sin anticuerpo (fluorescencia propia) (Fig.19-32D-C, G) y WEHI-
3-D, H). En las células P-388 y en las células en banda, se observa un notable incremento en la
fluorescencia de las células con los anticuerpos especificos y sus controles de isotipo, respecto a

los controles negativos (Fig.19).

Para tener una mejor idea de las magnitudes del desplazamiento de la grafica que indica
incremento en la expresion del antigeno, se calculd un indice de Fluorescencia (IF), dividiendo la
intensidad de fluorescencia de las células con el isotipo entre la fluorescencia de las células con
su anticuerpo, por lo que un IF igual a 1 indica que los valores son iguales, un IF de dos indica
que la fluorescencia de las células con el anticuerpo es el doble a las células con solo isotipo. La
fluorescencia de las células P-388 con el isotipo es de 28.48 y de 145.82 en presencia del
anticuerpo anti-Fms resultando un IF de 5.12 (Tabla 5-A). En las células en banda los valores de
fluorescencia son de 4.14 con el isotipo y de 371.23 con el anticuerpo Gr-1 con un IF final de

89.67 (Tabla 5-B). Con estos ensayos se comprobo la especificidad de los anticuerpos.
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Al determinar los niveles basales de ambos antigenos en las células 32D y WEHI-3, se obtuvo
que en las células 32D la presencia de ambos antigenos es menor que en las células WEHI-3, lo

cual corresponde al estadio de diferenciacion reportado para ambas lineas celulares (Tabla 5-A 'y
B).
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Figura 19. Analisis de diferenciacion por citometria de flujo (controles). Para determinar la especificidad de los anticuerpos, se
empled en el anticuerpo anti-Fms, Células en banda de médula d6sea de ratdbn como control negativo (A), y la linea celular
monocitica P-388 como control positivo (B). Para el anticuerpo Gr-1 se emple6 la linea celular fibroblastica L-929 como control
negativo (E), y las células en banda de médula 6sea como control positivo (F). Ademads se determinaron los niveles basales de las
células 32D (C, G) y WEHI-3 (D, H). En todos los casos se evaluaron células en presencia del anticuerpo especifico (Linea negra)
y con el isotipo respectivo (linea roja). Los histogramas corresponden a una determinacion representativa: Eje horizontal =

intensidad de fluorescencia, eje vertical = nimero de eventos =10000.
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N Indice de
nticuerpo
A Fluorescencia
Isotipo | (anti-Fms)
(IF)
Células en banda de
) 47.83 109.33 2.28
Meédula Osea (negativo)
Linea celular monocitica
28.48 145.82 5.12
P-388 (positivo)
Linea celular 32D 25.48 42.68 1.67
Linea celular WEHI-3 30.71 93.88 3.05
Indice de
B Anticuerpo | Fluorescencia
Isotipo
(Gr-1) (IF)
Linea celular fibroblastica
4.13 431 1.04
L-929 (negativo)
Células en banda de
) 4.14 371.23 89.67
Médula Osea (positivo)
Linea celular 32D 11.87 10.87 0916
Linea celular WEHI-3 7.25 3921 5.41

Fms (A) y (B) del anticuerpo Gr-1, y sus respectivos controles de isotipo.

Tabla 5. Analisis de diferenciacién por citometria de flujo (indices de fluorescencia). Células en presencia del anticuerpo anti-

Al realizar las evaluaciones de la expresion del c-fms en las células 32D en presencia de los
diferentes derivados de caseina, los histogramas revelan un aumento en la intensidad de
fluorescencia de los cultivos tratados con CasNa, hidrolizado de caseina y fragmentos peptidicos

25-34 y 35-41 de x-caseina, al compararlos con los del cultivo de sélo vehiculo, por otro lado el

fragmento 58-61 de x-caseina no muestra un desplazamiento evidente (Fig.20). Cuando se

empleo el anticuerpo Gr-1 en las células 32D tratadas, los histogramas muestran aumento en el
desplazamiento de la fluorescencia con el tratamiento de CasNa, hidrolizado de caseina,

fragmentos peptidicos 25-34 y 58-61 k-caseina, y en menor medida el péptido 35-41 de K-caseina
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Expresion del antigeno c-fms en células 32D
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Figura 20. Determinacion de diferenciacién por citometria de flujo en células 32D. Las células 32D fueron cultivadas por 72

horas con PBS (linea en negro) 6 con CasNa, Hidrolizado de caseina, fragmentos 25-34, fragmento x-caseina, 35-41 de K-caseina

y fragmento 58-61 de k-caseina (lineas en rojo). Se utilizd el anticuerpo anti-Fms para evaluar la diferenciacion monocitica eje

horizontal: intensidad de fluorescencia, eje vertical: nimero de eventos =10000.
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Expresion del antigeno Gr-1 en células 32D
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Figura 21. Determinacion de diferenciacién por citometria de flujo en células 32D. Las células 32D fueron cultivadas por 72
horas con PBS (linea en negro) 6 con CasNa, Hidrolizado de caseina, fragmento 25-34 de k-caseina, fragmento 35-41 de x-

caseina y fragmento 58-61 de k-caseina (lineas en rojo). Se utilizo el anticuerpo Gr-1 para evaluar la diferenciacion granulocitica.

Eje horizontal: intensidad de fluorescencia, eje vertical: nimero de eventos = 10000.
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Para tener una mejor idea de que tan real es el desplazamiento, se calculd un indice de
fluorescencia dividiendo la intensidad de fluorescencia de las células tratadas entre la intensidad
de la fluorescencia de las células cultivadas con solo vehiculo (se presenta el promedio de 3

ensayos independientes). (Tabla 6)

Anticuerpo | Anticuerpo
Tratamiento (anti-Fms) (Gr-1)
Control 1.0 1.0
CasNa 2.3517 1.3969
Hidrolizado de caseina 2.1589 1.6894
Fragmento 25-34 de k-caseina 1.8464 1.3514
Fragmento 35-41 de k-caseina 1.3013 0.9024
Fragmento 58-61 de k-caseina 0.8444 0.97

Tabla 6. Indices de Fluorescencia (fluorescencia tratamiento/ fluorescencia control) en células 32D en presencia de CasNa,
Hidrolizado de caseina, fragmentos peptidicos 25-34, 35-41, y 58-61 de K-caseina, evaluados con el anticuerpo para macréfagos

(anti-Fms ) y con el anticuerpo para granulocitos (Gr-1).

Para la linea celular WEHI-3 la determinacion de los antigenos de superficie indicé que las
células tratadas con CasNa, hidrolizado de caseina, y fragmentos peptidicos 25-34 35-41 y 58-61
de k-caseina el desplazamiento en los histogramas no es evidente al emplear el anticuerpo anti-
Fms (Fig.22). Para el anticuerpo Gr-1, los resultados muestran que los desplazamientos son

mayores para todos los casos con respecto al control con solo vehiculo (Fig.23), e incluso mayor

que los obtenidos con el anticuerpo anti-Fms (Tabla 7).
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Expresion del antigeno c-fms en células WEHI-3
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Figura 22. Determinacion de diferenciacion por citometria de flujo en células WEHI-3. Las células WEHI-3 fueron

cultivadas por 72 horas con PBS (linea en negro) o con CasNa, Hidrolizado de caseina, fragmento 25-34 de x-caseina, fragmento

35-41 de x-caseina y fragmento 58-61 de k-caseina (linea en rojo). Se utilizo el anticuerpo anti-Fms para evaluar la diferenciacion

monocitica eje horizontal: intensidad de fluorescencia, eje vertical: nimero de eventos =10000.
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Expresion de antigeno Gr-1 en células WEHI-3
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Figura 23. Determinacion de diferenciacion por citometria de flujo en células WEHI-3. Las células WEHI-3 fueron

cultivadas por 72 horas con PBS (linea en negro) o con CasNa, Hidrolizado de caseina, fragmento 25-34 de k-caseina y fragmento

35-41 de k-caseina, fragmento 58-61 de x-caseina (linea en rojo). Se utilizo el anticuerpo Gr-1 para evaluar la diferenciacién

granulocitica. Eje horizontal: intensidad de fluorescencia, eje vertical: nimero de eventos = 10000.
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Anticuerpo Anticuerpo

Tratamiento (anti-Fms) (Gr-1)

Control 1.0 1.0
CasNa 1.4353 1.4582
Hidrolizado de caseina 1.7159 1.3862
Fragmento 25-34 de k-caseina 1.2965 1.6054
Fragmento 35-41 de k-caseina 1.2630 1.3621
Fragmento 58-61 de k-caseina 1.0414 1.2969

Tabla 7. Indices de Fluorescencia (fluorescencia tratamiento/ fluorescencia control) en células WEHI-3 en presencia de CasNa,
Hidrolizado de caseina, y fragmentos peptidicos 25-34, 35-41, 58-61 de k-caseina; evaluados con el anticuerpo para macréfagos

(anti-Fms ) y con el anticuerpo granulocitos (Gr-1).

Los resultados anteriores indican que existe un aumento en la diferenciacién de las células 32D
cuando son cultivadas en presencia de CasNa, hidrolizado de caseina y el fragmento peptidico
25-34 de x-caseina y la diferenciacion es hacia ambos linajes, datos que apoyan a lo evaluado en

tinciones citoquimicas. Mientras que en las células WEHI-3 cuando son cultivadas con CasNa,
Hidrolizado de caseina la diferenciacion es principalmente hacia el linaje monocito-macréfago y

los péptidos de k-caseina lo hacen hacia el linaje granulocito-neutroéfilo.
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Discusion de Resultados

DISCUSION DE RESULTADOS

La leche y los productos lacteos son un alimento bésico para la poblaciéon en general, sin
embargo, ademds de su reconocido papel nutritivo, en las Gltimas décadas la atencion ha sido
puesta en las actividades biologicas atribuidas a algunos de sus componentes. De particular
interés son las caseinas (o, P y K-caseina) y varios péptidos obtenidos de su protedlisis
enzimatica ya que tanto in vitro como in vivo pueden generar péptidos con actividades biologicas
(Meisel, 1997). En los tultimos afios se ha demostrado que péptidos provenientes de la
degradacion enzimatica de las caseinas tienen actividades bioldgicas como: inmunomoduladores,
antihipertensivos, antitromboticos, opioides (agonistas y antagonistas), antibacteriales,
antitumorales, protectores gastricos, ligar y transportar minerales, especialmente calcio
(Yamamoto, 1997; Meisel, 1999). La deteccion de algunos de estos péptidos en el sistema
digestivo y en la circulacion después de la ingestion de leche o productos lacteos (Chabance et

al., 1998), despierta gran interés en determinar sus efectos fisiologicos.

Recientemente se reportd que el hidrolizado enziméatico de caseina inyectado en ubre de vaca
tiene la capacidad de inducir la acumulacion de granulocitos en el sitio de inyeccion (Shamay et
al., 2003). Otros investigadores han encontrado que existen otros péptidos producto de la
degradacion de la caseina con actividad antitumoral, similar a la caseina completa (Gill, 2000).
Con relacion a cada caseina se ha reportado que el hidrolizado de o-caseina estimula la
proliferacion de células T (Pessi et al., 2001) y el hidrolizado de la B-caseina incrementa in vivo
los titulos de anticuerpos (Heddleson et al., 1997), incluso péptidos como la 1-7 B-casomorfina
proveniente la B-caseina incrementa o suprime la capacidad proliferativa de linfocitos (Kayser y
Meisel, 1996), también la 90-95 «-casomorfina proveniente de la o-caseina y la 1-5 B-
casomorfina y la 1-7 B-casomorfina reducen fuertemente la proliferacion in vitro de lineas

celulares de cancer de seno y prostata (Kampa et al.,1996; Hatzoglou et al., 1996).
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Lo anteriormente descrito pone en evidencia la ausencia de informacion sobre el efecto del
hidrolizado de caseina y algunos péptidos sobre la proliferacion y diferenciacion de células

precursoras hematopoyéticas normales y leucémicas.

En este trabajo mostramos que el CasNa, el HC y el fragmento peptidico 25-34 de k-caseina,
tienen la propiedad de bloquear la proliferacion de la linea hematopoyética multipotencial de
raton 32D, y de la linea leucémica mielomonocitica WEHI-3, también inducen la diferenciacion
hacia el linaje monocito-macréfago y granulocito-neutroéfilo. El fragmento peptidico 35-41 de x-
caseina reduce la proliferacion en ambas lineas celulares e induce la diferenciacion hacia el linaje
monocito-macrofago en células 32D, y en células WEHI-3 lo hace hacia el linaje granulocito-
neutrofilo, mientras que el fragmento peptidico 58-61 no tiene efecto en la proliferacion de
ninguna de las lineas pero induce diferenciacion hacia granulocitos en ambas lineas celulares.

Esta reduccion de la proliferacion no se debe a un posible efecto citotoxico de las moléculas.

Trabajos previos establecen que la reduccion en la proliferacion implica una reduccion en alguna
de las fases del ciclo celular, lo cual es un indicativo de que las células se encuentran en cierta
etapa de diferenciacion o que se ha diferenciado completamente (Zucker ef al., 1988; Brietman et
al., 1994). Anteriormente se obtuvieron resultados de que el CasNa induce diferenciacion de las
células 32D generando monocitos en 4 dias a cierta dosis, considerandolo como un factor con
propiedades inductoras hacia la diferenciacion (Ramos et al., 2000). Es conocido que a mayor
grado de diferenciacion, menor potencial de proliferacion (Lee R. ef al., 1998), por lo que seria
interesante extender el tiempo de cultivo de las células WEHI-3 en presencia de caseinas para

evaluar si estas moléculas pueden inhibir completamente la proliferacion.

Seria extraordinario mostrar que el CasNa 6 el HC finalmente puedan inhibir completamente la
proliferacion de lineas celulares, incluyendo a las leucémicas, ya que nuestro grupo tiene
evidencias de que las células normales de médula dsea de raton proliferan en presencia de CasNa,
tanto in vitro como in vivo. De confirmarse nuestras observaciones estariamos ante la posibilidad
de tratar individuos leucémicos con CasNa el cual en principio podria activar la hematopoyesis

normal y bloquear a la leucémica, una estrategia terapéutica ansiada por los médicos oncologos.
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El CasNa tiene moléculas completas de alfa, beta y kappa-caseina, mientras que el HC contiene
péptidos derivados de la degradacion proteolitica de las caseinas (Walstra, 1984), llama la
atencion que ambas tengan efectos biologicos similares sobre las células 32D y WEHI-3. Aunque

en la mayoria de los estudios se encuentra que el CasNa ejerce una mayor actividad.

Seria interesante analizar si el CasNa actua sobre la célula en forma integra o sufre proteolisis y
los productos derivados sean los que ejerzan la diferencia en este efecto, por tanto merece que se
analice cual es la parte del CasNa responsable de tal modulacion.

Otra posibilidad es que en el hidrolizado existan péptidos con actividad supresora y activadora de
la proliferacion y diferenciacion celular, como ocurre con algunos péptidos de caseina que tienen
actividad agonista o antagonista opioide en células sanguineas maduras (Meisel, 1997), por lo

que seria necesario separar sus componentes y analizar sus efectos en forma individualizada.

Un dato reportado recientemente indica que la K-caseina muestra un mayor potencial para inhibir
la proliferacion de WEHI-3 al comparar su efecto con otras caseinas (Ramos et al., 2004).
Anteriormente se reportd que los fragmentos peptidicos 25-34 (Casoxina C), 35-41 (Casoxina A)
y 58-61 (Casoxina B) obtenidos de K-caseina tienen actividad opioide antagonista (Meisel, 1997,
1999; Takahashi et al., 1997; Chiba et al., 1989). En este trabajo mostramos que los péptidos
derivados de k-caseina llamados casoxinas modulan la hematopoyesis en forma diferencial
incluso el fragmento peptidico 58-61 no frena la proliferacion, pero si induce diferenciacion en
ambas lineas. Estos datos se suman a los efectos bioldgicos reportados en la hematopoyesis por
otros péptidos reportados con propiedades opioides agonistas, las casomorfinas como 90-95 «-
casomorfina no altera la proliferacion de las células 32D ni de WEHI-3, la 1-5 B-casomorfina
reduce la proliferacion de las células 32D, pero no de WEHI-3, mientras que 1-7 B-casomorfina
disminuye ligeramente la proliferacion de ambas lineas celulares, pero ninguna de las tres
casomorfinas inducen la diferenciacion (Ramos, 2004) Estos datos sugieren que dentro de una
misma caseina, se obtienen péptidos con diferentes actividades en la hematopoyesis, y esto

explica el efecto bioldgico del HC en la hematopoyesis.
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Seria importante identificar y aislar los péptidos con mayor actividad inhibidora de la
proliferacion o inductora de diferenciacion celular, particularmente aquellos que solo puedan

afectar a las células anormales, actividad selectiva que parece tener el CasNa.

Los resultados obtenidos aportan nuevas evidencias donde se indica que la actividad de estos
compuestos abarca a las células hematopoyéticas progenitoras, y colocan al CasNa, hidrolizado
de caseina, y los fragmentos peptidicos 25-34, 35-41 y 58-61 de k-caseina como reguladores de
procesos fundamentales en la hematopoyesis, como lo es la diferenciacion de progenitores
mieloides. Seria fundamental conocer el mecanismo de activacion causado por cada molécula y
asi entender la relevancia bioldgica en la hematopoyesis y otros eventos fisioldgicos importantes

en la respuesta inmune.
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CONCLUSIONES

e El Hidrolizado de caseina, CasNa y el fragmento peptidico 25-34 de k-caseina bloquean

la proliferacién de la linea hematopoyética multipotencial de ratén 32D y de la linea
leucémica mielomonocitica WEHI-3, sin alterar la viabilidad celular, ademas de inducir
una diferenciacion celular hacia los linajes monocito-macréfago y linaje granulocito-

neutroéfilo.

e El fragmento peptidico 35-41 de k-caseina reduce la proliferacion en ambas lineas
celulares, e induce diferenciacion hacia el linaje monocito-macrofago en células 32D, y

en células WEHI-3 la diferenciacion es hacia el linaje granulocito-neutréfilo.
e El fragmento peptidico 58-61 de K-caseina no reduce la proliferacion celular, sin

embargo, induce diferenciacion hacia el linaje granulocito-neutrofilo, en ambas lineas

celulares.
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APENDICE A
I. Inactivacion de suero fetal bovino (SFB).

El suero fetal bovino SFB (Gibco BRL, USA) congelado se coloca a temperatura ambiente para
su descongelacion, posteriormente se pasa a un bafio de agua a 56°C durante 30 minutos, con el
proposito de inactivar proteinas del complemento. Posteriormente se separan en alicuotas, para su

mejor manipulacion. Conservar en refrigeracion a 4°C.

I1. Preparacion Medio Iscove’s Modified Dulbecco’s (IMDM).

Preparacion en 1 litro de Agua-miliQ.
Iscove’s 17.7 g (un sobre aproximadamente).
Penicilina 0.031 g

NaHCOs3 3.024 g

pH 6.9-7.0

* & & o o

Esta solucion se esteriliza por medio de una membrana (Millipore) con un didmetro de 0.22 pm.
Conservar en refrigeracion a 4°C.

II1. Solucion estabilizadora de Fosfatos (PBS).

Esta solucion fue utilizada como vehiculo del CasNa, las sales de fosfatos proporcionan la

capacidad estabilizadora a esta solucion, y se compone de:

¢ Cloruro de magnesio (MgCl,)(Sigma, Chem, USA) 0.10 g
¢ Cloruro de calcio (CaCl,)(Sigma, Chem, USA) 0.10 g
¢ Cloruro de sodio (NaCl)(Sigma, Chem, USA) 8.00¢g
¢ Cloruro de potasio (KCl)(Sigma, Chem, USA) 020¢g
¢ Fosfato monodcido de sodio (Na,HPO,)(Sigma, Chem, USA) 2.16 g
¢ Fosfato diacido de potasio (KH2PO4)(Sigma, Chem, USA) 020 ¢g

El cloruro de magnesio y cloruro de calcio se disuelven en 100 mL de agua bidestilada. Las sales
restantes, por separado se disuelven en 800 mL de agua bidestilada y después se mezclan ambas
soluciones. Se ajusta el pH de 7.2 a 7.5 utilizando acido clorhidrico 8N (Sigma, Chem, USA), y
se afora a un volumen final de 1000 mL. Esta solucion se esteriliza por medio de una membrana

(Millipore) con un didmetro de 0.22 pm, la solucion se almacena a una temperatura de 4°C.
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IV. Interleucina-3 recombinante de raton (rmIL-3).

Preparar 10 mg de albumina en 10 mL de PBS (0.1%) Agitar hasta disolver. Filtrar con un filtro
de 0.2 micras. Tomar 50 pL de IL-3 + 4950 uL de PBS-Alb 0.1% = 5000 pL que contienen 500

ng de IL-3, colocar en viales rotular con 50 ng en 500 pL. Conservar en refrigeracion a —20 °C.

V. Preparacion del colorante Azul Tripano

Para las pruebas de viabilidad y conteo celular se emple6 una dilucion del colorante azul tripano
(Sigma, Chem, USA) al 0.3% en PBS 1X. Antes de su uso la dilucion del colorante fue filtrada

haciéndose pasar a través de un filtro Whatman del nimero 2. Conservar a temperatura ambiente.
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APENDICE B
TINCION CON GIEMSA

Reactivos.

1.- Solucion stock:

Disolver 50 mg de Giemsa en 5 mL de metanol absoluto (Cubrir de la luz).

2.- Solucioén de tincion:
Tomar 1 mL de la solucion stock y diluir con 9 mL de agua destilada. (Preparar al momento de la

tincion).
Procedimiento:

1. Preparacion de la muestra

2. Tomar una alicuota de 3040 pL y colocarla en la camisa para la centrifuga (Shandon
Southern cytospin).

Colocar el portaobjetos y la camisa en la centrifuga.

Centrifugar a 1000 rpm por 5 minutos.

Dejar secar.

Teiiir con la solucion de tincidon por 10 a 15 minutos.

N W

Lavar con agua destilada, y dejar secar.

Criterios para determinar la morfologia.

Observar la morfologia y distinguir las células diferenciadas de los blastos. Los monocitos
presentan tamafio mayor al de los blastos, la intensidad de coloracion del citoplasma es menor, el
nucleo puede ser excéntrico e identado y disminuye la porcién nucleo/citoplasma. Los
granulocitos-neutrofilos comparten las caracteristicas de los monocitos excepto que su tamaiio es

semejante a los blastos y en el estadio en banda el nucleo tiene forma de dona.
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APENDICE C

ANALISIS CITOQUIMICO
Tincion a-Naftil acetato esterasa para monocito-macrofago.

REACTIVOS.

1. - Alfa—Naftil acetato.

2. - Solucién fijadora (estable por dos meses, 4-6°C).
Disolver 60 mg de acetato de sodio (CH3COONa) en 60 mL de acetona (CH3COCH3), adicionar
40 mL de agua destilada y 70 pL de acido acético (CH;COOH).

3.- Solucidn de pararosanilina (estable por dos meses, 4-6 °C).
Disolver 1 gr de pararosanilina en 25 mL de 4cido clorhidrico (HCL) 2N, realizarlo en caliente

(bafio maria) filtrar cuando esté a temperatura ambiente.

4.- Solucion de Nitrito de Sodio.
Disolver 1 gr. de Nitrito de Sodio (NaNO,) en 25 mL de agua destilada.

5.- Solucién de fosfatos 0.2 M pH 7.0-7.1.

a) Disolver 11.9 gr de Fosfato diacido de sodio monohidratado NaH,PO4.H,O en 500 mL de agua
destilada.

b) Disolver 14.196 gr. de Fosfato monoécido de sodio Na,HPO4 en 500 mL de agua destilada.

* Mezclar 250 ml de 1a solucidén b con 130 ml de la solucidn a.
6.- Hematoxilina de Meyer (Sigma USA).

7.- Suero fisioldgico. Cloruro de sodio (NaCl) al 9%.
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PROCEDIMIENTO

1.- Fijar los extendidos con la solucion fijadora durante un minuto, y lavar con suero fisioldgico.

2.- Incubar durante 60 minutos en la siguiente solucion:

a) Mezclar 50 pL de la solucion de Nitrito de Sodio y 50 uL de la solucién de pararosanilina.
Mezclar las dos soluciones durante un minuto, después adicionar 5 mL de la solucién de fosfatos
0.2 M.

b) Diluir 10 mg de a-naftil acetato en 0.2-0.3 mL de acetona después agregar agitando, 20 mL de
la solucion de fosfatos 0.2 M.

*Mezclar las dos soluciones y filtrar.

Después del tiempo transcurrido lavar con agua destilada.

3.- Tefiir 10-30 minutos, con hematoxilina de Meyer.

Lavar abundantemente con agua destilada.

*En las células positivas se observa un precipitado difuso color marrén en el citoplasma

*Se utilizé como control positivo la linea celular de tipo monocito-macrofago P-388 y J-774.
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APENDICE D

ANALISIS CITOQUIMICO
Tincion cloroacetato esterasa para granulocito-neutrofilo.

REACTIVOS

1. - Naftol-ASD Cloroacetato (estable por dos meses, 4-6°C).
Disolver 5 mg de Naftol-ASD Cloroacetato en 2.5 mL de N-N Dimetil-formamida.

2. - Solucién Fijadora pH 6.6 (estable por mas de dos meses, 4-6 °C).

Disolver en 30 mL de agua destilada: 20 mg de Fosfato monoacido de sodio Na2HPO,, 100 mg
de Fosfato diacido de potasio (KH,POj), 45 mL de acetona (CH;COCHj3) y 25 mL de
Formaldehido (CH,CO).

3.- Solucidn de Fuccina nueva (estable por 2 meses, a temperatura ambiente).
Disolver 1 gr de Fuccina en 25 mL de acido clorhidrico (HCI) 2N, realizarlo en caliente (bafio

maria) filtrar cuando alcance la temperatura ambiente.

4.- Solucion de Nitrito de Sodio (NaNOy) (estable 7 dias, 4°C).
Disolver 1 gr de Nitrito de Sodio en 25 mL de agua destilada.

5.- Solucidn de fostatos pH 7.73.
Disolver 0.852 gr de Fosfato monodcido de Sodio (Na;HPO,) y 0.09 gr de Fosfato diacido de
Potasio (KH,PO,) en 100 mL de agua destilada.

6.- Hematoxilina de Meyer (Sigma USA).

7.- Suero Fisiologico. Cloruro de Sodio (NaCl) al 0.9 %.
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PROCEDIMIENTO

1.- Fijar los extendidos con la solucién fijadora durante 30 segundos y lavar con suero

fisiologico.

2.- Incubar durante 30 minutos en la siguiente solucion:

a) Tomar 50 pL de la solucion Nitrito de Sodio y 50 pL de la solucion de Fuccina nueva. Mezclar
las dos soluciones durante un minuto, adicionar 9.5 mL de la solucion de fosfatos pH 7.73,
después agregar 0.5 mL de la solucion de naftol AS-D- Cloroacetato.

Lavar con agua destilada.
3.- Teiiir 10-30 minutos con hematoxilina de Meyer. Lavar abundantemente con agua destilada.

* En las células positivas se observa granulos rojos brillantes en el citoplasma.

* Se utilizo como control positivo granulocitos de médula dsea de raton CD-1.
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